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RESUMEN
En este trabajo se describe la reacción de síntesis de
polifosfatos catalizada por Ea T4 RNA lígasa (EC 6 5 1 3) La RNA ligasa del
bacteriófago T4 cataliza reacciones ínter- o intramoleculares con formación de
enlaces fosfodiéster en el RNA o DNA. La formación de este enlace requiere ATP
como cofactor y tiene tugar a través de un complejo intermediario E-AMP
(E-enzima), con liberación de pirofosfato La síntesis de (dt)nucleósido
polifosfatos ocurre como consecuencia deí desplazamiento del AMP del complejo
E-AMP por polifosfatos y por nucleósídos di- y trifosfatos. La síntesis de
(di)nucleótidos requiere un catión divalente (Mg2+ o MnZ4), tiene lugar a un pH
óptimo de 7,4; es inhibida por Na*, K* y NH4+, por el polifosfato Pi$ y por
nucleósido 5.3'(2')-bisfosfatos Estos bisfosfatos reaccionan con el complejo E~
AMP para formar tos derivados 5'adeniliiados del nucleósido 5',(3'(2*) b&fosfaio
correspondiente (AppN(3*(27)p). El derivado 5'-adeniülado de ta eitidina~5\3-
bisfosfato (Ap2Cp) (que se forma en presencia de ATP y pCp). es utilizado por Ea
T4 RNA lígasa como substrato para transferir el residuo pCp a los grupos 3*0H
del diguanosintetrafosfato (Gp«G) dando lugar a Gp«Gp€p y a pCpGp<CpCp en
una realación de 10:1. La caracterización de! Gp^GpCp se llevó a cabo por
tratamiento con fosfodiesterasa y fosfatasa alcalina y por análisis (cromatográftco
y espectrofotométrico) de tos productos de reacción, por HPLC Los valores de Km
aparentes calculados para el Gp«G y et Ap^Cp en esta reacción, fueron alrededor
de 4 y 0,4 mM, respectivamente. La eficiencia relativa de tos siguientes
dmucleósidos poiifosfatos como aceptores del pCp del compuesto Ap2Cp fue la
siguiente: Gp4G (1fX>>; Gp5G (101); Ap<G (47); Ap4A (39), Gp2Q, Qp3Q y Xp4X no
fueron substratos de la reacción. Los dtnucleótidos que contenían dos guaninas y
al menos 4 fosfatos internos fueron los substratos preferidos para aceptar pCp en
la posición 3-OH
SUMMARY
This work describes the synthesís of (di)nucfeoside polyphosphates
by T4 RNA ligase (EC 6 5 13). The RNA ligase of baetenophage T4 caíalyzes ínter
and intramolecular reactíorts with formation of phosphodiester bonds in RNA and
ONA These reactions require ATP as cofacíor, and occur wifh formation of íhe
intermedtary compfex E-AMP (E - enzyme), and tiberattort of pyrophosphate The
synthesis of (di)nucieosKfe 5-polyphosphates takes place by the displaceroent of the
AMP from the E-AMP complex with polyphosphates and nucleosíde di-
triphosphates The synthesis of (dt)nucleotides requires a divaiertt catión {Mg2 ' ot
Mn2*); the optimum pH valué of the reaction is 7-4; it ts ínhibíted by Na*, K4 and
lons, by the polyphosphate P i 5 , and by nueleosides 3(2) , 5-bisphosphate These
bisphosphates are abie to react with the complex E-AMP and form the correspondmg
5 -adenylylated nucleosttíe 5\3'(2') bisphosphate íAppN(3r(2')p). 5 -Adenylylaíed
cytKJine 51. 3'-bisphosphate <ApaCp> synthesized in the presence of ATP and cytidine
3.5 -bisphosphate (pCp), is used as substrate by the T4 RNA ligase to iransfer
pCp residue to the 3-OH group(s) of dtguanosine tetraphosphale (Gp^G) gtvmg
to Gp«GCp and pCpGp4GpCp in a ratio of around 10:1 The synthesiíed GpdGCp
was characterized by treatment with snake venom phosphodtesterase and acalme
phosphatase and analysts (chromatographic position and UV spectra) of the reaction
products by HPtC. The apparent Km valúes measured for Gp4G and Ap2Cp tn this
reaction were around 4 mM and 0.4 mM, respectively. The reiative effíciences of the
following nucleosíde (5 ) otigophospho (5 ) nucieostde as acceptors of cyíidine 3.5-
bisphosphate from Ap2Cp are indicared in parentheses Gp4G (100); Gp5G (101)
Ap4G (47); Ap4A (39). Gp2G, GpsG and Xp4X were not substrates of the reattion
Oinucleotídes contaming two guanines and at least four inner phosphates were the
pfeferred acceptors of pCp at their Z'-OH gfoup(s)
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I^NTRODUCCIÓN
En esta memoria se presenta et estudio hecho sobre la síntesis d<?
(di)nucteósKJos pottfosfatos catalizada por T4 RNA ftgasa Puesto que este
trabajo se encuadra dentro de un objetivo más amplio que pretende conocer ei
papel biológico de estos compuestos y más concretamente sus posibles vías
de síntesis in vivo, se hará a continuación un breve resumen recogiendo lo
más significativo del conocimiento actual sobre este tema
1.1 ESTRUCTURA Y DÍSTRIBUCÍON DE LOS {tXJHUCLEOSíDO
POUPOSFATOS
i. i.9 Estructura
Los dinucíeóstdo poltfosfatos (NpnN) son moléculas constituidas por dos
residuos nucleosídicos (N). iguales o distintos, unidos entre si por (os
extremos S'-hidroxib, a través de una cadena de fosfatos {Fig.1). Se les
denomina homo- o heterodinucieótidos según que los residuos nucíeosidicos
sean iguales o diferentes. Según ¡a Union internacional de Bioquímica estos
compuestos deben nombrarse como nuc¡eósido(5')oligofosfo(5')nucteós[do o
P1.Pn-bis (5'-nucteostdil) oltgofosfato (Holler, 1992), si bien es frecuente
encontrar los términos diguanosina tetrafosfato o diadenostna trifosfato para
referirse, por ejemplo, a! Gp4G o Ap3A, respectivamente.
Por nucleósido pof{fosfatos se conocen aquellos compuestos que tienen
una cadena de af menos 4 o más fosfatos unida al extremo S'-hidroxiío de un
nucfeósido. Los más comunes son el adenoslna 5'-tetrafosfata (P4A) y e!
adenostna 5 -pentafosfato {Zamecnik & Stephenson. 1969; Ortiz & col 1993;
Jakubowski. 1986; Sillero & col., 1994).
1.1.b Distribución
Warner & Finamore fueron los primeros en describir fa presencia de
compuestos del tipo NpnN (Gp4G y GpaG) en quistes de Anemia (Finamore Su
Warner, 1963; Warner & Finamore 1965a) a concentraciones del orden mM.
introdúcete*}
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Figura 1. Fórmula desarrollada de diadersosina ístraíosfato (Ap4A)
Inttodtjccwm
El grupo de Zamecnik observó la presencia de este dtnucíeOlida en
hígado de rata a una concentración de 30 nM (Zamecnik & Sfepnenson 1969)
Posteriormente este y otros dinucteótidos han sido descritos en diversos
órganos y tejidos animales, en distintas lineas celulares, tanto procanotas
como eucanotas, etc. a concentraciones también del orden nM (Garnson &
Barnes, 1d92). Puede decirse que estos compuestos tienen una distribución
ubicua en ios seres vivos. Concentraciones más elevadas de diadenosma
potifosfatos se han encontrado en plaquetas sanguíneas {Ffodgaard & Kíenow,
1982; Lüthje & Ogirvie, 1983; Siliem & coi. 1994; Schlüter & col. 1998; Jankowski
& coi- t999a,b); en granulos cromafines (Rodríguez del Castillo & col 1988:
Sillero $ col. 1904); en vesículas sinápticas de Torpedo (Pintor & col 1992a) y
en sinaptosomas de cerebro de rata (Pintor & col. 1992b). Recientemente se ha
descrito la presencia de diadertosina difosfato (ApaA) en tejido muscular
cardiaco humano (tuo & coi. 1999).
En un principio ios dinucieósido poí¡fosfatos más estudiados fueron el
AP4A y el Ap3A por ser éstos ios primeros encontrados en células animales- La
detección posterior de ApsA, ApQA y Ap7A (Rodríguez deí Castillo & coi 1988.
Pintor & coi (1992c). Jankowsfct & col. 1999a.b) y de ApnG y GpnG ín~3-6)
(Schíuter & coi. 1998) ha incrementado ai interés por estos compuestos así
como el número de científicos interesados en esie campo.
Los polífosfatos* D4A y 05A, fueron inicialmente detectados como
contaminantes de preparaciones comerciales de ATP (Maman. 1954: Sacks,
1955). Más tarde se encontró p#A en concentraciones del orden micrornoiar en
extractos de músculo de caballo y conejo (üeberman, 1955. SmaEl & Cooper,
1966) y en hígado de rata (Zamecnik & Stephenson, 1969). Concentraciones 20
veces más elevadas que fas determinadas en músculo e hígado se han
observado durante la fase de especulación de S.cerevisiae (JakubowsKt. 1986),
También se ha descrito ta presencia de P4A en médula suprarrenal bovina (Van
Dyke & col. 1977; Sillero & coi 1994) y en plaquetas de conejo <Lee & col,
1995)
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1.2. METABOUSMO D£ LOS {&) NÜCLEOSOO POUFOSf ATQS
1.2.a Oagradtecioft
Estos compuestos, aunque minoritarios si se comparan con e¡ ATP, A D P
AMP. etc.. tienen enzimas especificas que tos degradan {principalmente
hidroiasas), y pueden ser además degradados por enzimas mespecificas
Los Np n N s son substratos ínespecificos de ta fosfódiesterasas I (£C
3.1.4.1) (Jakubowskí & Guranowski, 1983; Camesefle & coi. 1984; Lüthje &
Ogilvie. 1985; Gasmi & col. 1998) y de las nucleotído pirofosfatasas {EC 3 6 19)
(Bartkiewicz & coi. 1934; Robmson & Sames, 1986). Recientemente se lian
encontrado en £ cotí otras dos proteínas {Orf 257 yOff 186) que se pueden
considerar como enzimas no específicos capaces de catabolízar NpnNs Este
encuentro fue el resultado de buscar en E.coíi proteínas que contuvieran el
motivo MutT. La protefna Orf 257 resultó ser una NAOH pírofosfatasa, capaz de
htdrolizar Ap2A, Ap3A y Ap4A {Frick & Bessman, 1995); y la proteína Orf 188
hidrolizaba Ap3A, Ap3G. Ap2A y Ap<A entre otros nudeóttdos (OHandley & col
1998).
En plantas y en mamíferos hay enzimas que hídrolizan específicamente
p4Ns (Small & Cooper, 1966; Guranowski & co l , 1997). Estos compuestos son
además hidrolizados inespecificamente por ía exopolifosfatasa {EC 3.6.1.11)
Guranowski & Robín son, 1996, Guranowski & col. 1993) y otras hidrolasas
como la fosfatasa alcalina (EC 3.1.3.1) (Femtey, 1971) y acida (3,1.3.2)
(Hollander, 1971); fosfodiesterasa I (EC 3.1.4.1) (Razzei!, 1963), la apirasa,{EC
3 6.1.5) Guranowski & coi. 1991). etc.
En cuanto a enzimas especificas capaces de htdrolizar o fosforiiar NpnNs
se conocen varias que se resumen a continuación.
1.2.a1 Dmucleósido trifosfatasa (EC3 6.1 2Q)
La primera dinudeósído tnfosfatasa específica fue descrita por Sillero &
coi. en 1977, desde entonces se ha encontrado esta actividad enzimática tanto
hutóduc&úii
en eucanotes como en procariotes. Este enzima htdroliza específicamente
Np3Ns a NMP + NDP. aunque la actividad enzimática de algunas fuentes
hidroliza también en menor medida dinucleósidos tetra- y penfatosfatos,
generando siempre un mononucleosido monofosfato como uno de ios
productos del la reacción (Jakubowskt & Guranowski. 1983. Hurtado & col
1987. Guranowski & Sitiero. 1992}
Recientemente se ha hedió la observación interesante de que un gen
supresor de tumores en humanos (FHIT) (Ohta & col 1996) codifica una
dmucteósido trifosfatasa (Barnes & coi. 1996).
1.2 a.2 Dinucieósido tetrafosfatasa asimétrica f£C 3 6.1 17¡
Esta enzima hidroíiza Jos Np4N asimétricamente (Np4N—> NTP + NMP) y
fue descrita, por vez primera, por Warner & Finamore (1965b) en quistes de
Artemia como una actividad que capaz de hidrolizar Gp4G a GMP + GTP En
1975 Lobatón & col. describieron una enzima con las mismas características
en hígado de rata. Encuentros subsiguientes {Guranowski & Sillero 1992}
habían llevado a suponer que era una actividad propia de eucaHotes
superiores» sin embargo, recientemente, Conyers & Sessman, 1999 y
Cartwright & col. 1999, han descrito una tetrafosfatasa asimétrica en is
Bartonetta haciUiformis. Esta hidrolasa, aunque con menos eficacia
también activa sobre dmucteósido penta- o hexafosfatos (NpsN o NpgN . dando
lugar como uno de ios productos a un nucleósido trifosfato (Guranowskt &
Sillero 1992).
Una característica peculiar de esta enzima es su inhibición por
mononucleósido tetrafosfatos {P4A, P4G) (Vallejo & col. 1974; Lobatón & col
1975; Guranowski & Sillero, 1992) a concentraciones submícrornolares.
La identificación de genes de esta enzima de distintas fuentes ha
mostrado que estas hidroiasas presentan una secuencia de amíno ácidos
(GXsEXrREUXEEXGU) típica de la familia ele proteínas MutT o (hidroiasas
Nudix) {Thorne & coi. 1995).
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1,2.a 3 Dinucteostdo tetrafosfatasa simétrica <EC 3 6 141)
Esta enzima capaz de hidroUzar ios Np4N a 2NDP ha sido descrita en
Physarun poiycephelum (Sames & Culver, 1982) y en vanas bacterias
(Guranowski & col. 1983). Puede hkirohzar también otros NpnN (siendo n igual
o mayor de 3); uno de tos productos formados es siempre un NOP (Guranowski
& Sillero. 1992)
1.2 a 4 Dinucleosido tetrafosfato fosforiiasa (EC 2 7 7,53)
Esta actividad fue encontrada inteialrnente por Guranowskí & Blanquet
(1985) en S. cerevtsiae Estudios posteriores han confirmado )a presencia de
esta actividad en otras fuentes (Guranowski & Sillero, 1992; McLennan & col
1994. 1996).
Esta enzima cataliza ta fosforoltsis de Ap4A para dar lugar a ADF* ATP
Puede utilizar otras NpnN como sustratos y en todos los casos se produce
NDP como uno de los productos. AI ser una reacción reversible es posible a
partir de ATP (o GTP) y NDP sintetizar Ap4N <o Gp4N) con liberación de Pi
(Guranowski & Blanquet (1986).
Hay estudios que parecen indicar que esta actividad fosfonlasa y ta ADP
sulforitasa (EC 2.7.7.5) podrian corresponder a ía misma enzima (Plateau & cof
1989)
1.2.a.5. ApfiA tiidrofasas
Una novedad reciente ha sido el descubrimiento de una ApeA hidroíasa
en S cerevtsiae {Caríwnght & McLennan, 1999a) y en S pombe (Ingram & cof
1999), Estas enzimas catalizan ta hidrólisis del ApeA a P4A y ADP Este
encuentro surgió como resultado de la búsqueda de proteínas con ef motivo
MutT en su secuencia. Sorprendentemente estas enzimas parecen
corresponder a la dífosfoinosttol poiifosfato fosfohidrofasa humana (D1PP)
enzima capaz de htdrolizar tanto ef ApeA como el ApgA; por su parte las ApeA
hidrolasas de S.cerevfstae y S.pombe hitíroíizan también difosfoinosítoi
polifosfatos (Safrany & col. 1999).
(nttóducctútt
1 2 a 6 NPAN yNpsN hidrolasas y su relación con la familia de pt oleínas
En 1995 Huang & col ctonaron en S pombe el gen aptrí que codificaba
una Ap4A hidrolasa asimétrica. En ese gen identificaron dos bloques muy
similares a los presentes en la familia de proteínas HIT tas proteínas HIT
contienen 4 histkJinas conservadas, una de ellas se encuentran en ef bloque 1
y tas otras tres en un segundo bloque formando una triada, HxHxHxx en dónde x
representa un residuo hidrofobias (Seraphin, 1992).
En 1996 Ohta & col. observaron que la proteína humana Fhit codificada
por et potencial gen supresor de tumores FHfT, presentaba un 52% de
identidad y un 69 % de similitud con la Ap4A htdrolasa asimétrica de S.pombe
Aunque en principio se creía que la proteína fhit tendría actividad Ap4A
hidrolasa, pronto se pudo demostrar que esta proteína era una dinucieósedo
trifosfato hidrolasa típica {Bames & col. 1996). Posteriormente Chen & col
(1998> demostraron que la A03A hidrofasa descrita en S.cerevisi&e {Brevet &
co!. 1991) era el producto de un gen APH1/hnt2 similar al gen FHtT
Actualmente se considera que la proteína humana flirt, la Ap4A hidtotasa
asimétrica de S. pombe y ta NpjN hidroiasa de S cerevisiae constituyen una
rama eucaríótica particular de la familia de proteínas HIT (Abend & col 1999)
Otra rama de la familia de proteínas HIT incluye las pfoteinas Mint
(histidine thad nucfeottde bínding proteín) a \a que pertenecen probablemente
nucleotidil transferasas e hidrolasas, pero de las que todavía no se conocen
sus sustratos específicos (Brenner & co!. 1997), Por otra parte en la Ap4A
fosforílasa (EC27.7.53) y en las galactosa* 1-fosfato uridtltransferasas (GaIT)
(EC 2.7.7.12) la glutamina substituye una histidina en la tercera posición de fa
triada. Estas enzimas se consideran parientes lejanos de las proteínas HIT y
se encuadran dentro de una superfamilia denominada GAFH a ia que
pertenecen nucleotkfM transferasas e hidrolasas {GaIT, ApW fosfonlasa. Fhit y
Hint) (Huebner & col. 1998).
fmtoducaon
L2.fr,7. Np4N hKKPlasas y ia<j proteínas MutT o hKJroJasas Nudf*
Existen una serie de proteínas que contienen un motivo estructural común
MutT La secuencia det motivo MutT es GX5ÉX7REUXEEXGU, donde U
representa un amino ácido hidrofóotco voluminoso, generalmente í, L o V
(Koonin 1993: Bessman & col. 1996). El progenitor de esta familia fue et gen
mutT de E. cotí que codifica ta proteína MutT, una nudeósido trifosfato
pirofosfohidroiasa (Abeygunawardana & col. 1995). Esta proteina es un
componente del sistema GO que previene ei efecto tóxico det 7,8-dehidro-8-
oxo-2'dGTP (8-oxo-dGTP). un nucfeótído mutagénico que se forma por
oxidación espontánea del dGTP, y se inserta frente a residuos de dA y dC
durante la replícación del DMA. La inactivación del gen mutT aumenta
especifica y significativamente la frecuencia de la inversión A-T/C-G La proteina
MutT tiene una pequeña actividad dGTPasa dando lugar a dGMP * PPi, pero su
actividad sobre 8-oxo-dGTP es mucho más elevada. (Koonin. 1993) En 1996
Bessman & col. propusieron que las proteínas MutT con actividad enzimática
degradarían compuestos tóxicos para la céíuía o bien metabohtos normales
presentes en cantidades excesivas. También recomendaron la denominación
de "nudix hidrolasas". según elfos menos confuso que la denominación
original de proteínas MutT, porque sus sustratos se caracterizaban por estar
constituidos por un nucteosfdo difosfato unido a un residuo, x La
secuenciación de dos Np4N hidrolasas (asimétricas) de mamíferos mostró
que estas proteínas eran miembros de ta familia de proteínas "Nud¡x" (Thorne
& col. 1995; Hankin & col. 1997), De igual forma las Np4N hidrolasas
(asimétrica) de la leguminosa (Lupinas anguslifoUus) {Maksel & col, 1993) y de
cebada (Hordeum vulgare) (Churin & col. 1998) poseen el motivo MutT. El
clon aje de secuencias conteniendo el motivo MutT, su expresión y ía
purificación de ta correspondiente proteina ha permitido ef encuentro de una
serie de hidrolasas con actividad sobre dinucleosido polifosfatos. De ese modo
Conyers & Bessman (1999) y Cartwrigrit & col, (1999), de forma independiente,
vieron que el gen isttA de Bartonefta bacittifórmis, codificaba una nudix hídrolasa
con actividad Np4N htdroíasa (asimétrica). Otros miembros da las Nudix
hidrolasas con capacidad de hidrolizar NpnN1 encontrados por este
procedimiento han sido los siguientes: B.coti Qrf 257 (YJAD) una NADH
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pirofosfatasa, no descrita capaz de hkfroíizar Ap^A. AP3A y ApoA (Fitck &
Bessman. 1995); la protetna Orf 166 <YRFE) <*ue hidíolfía preferentemente
Ap^A pero que también Ndroltza eficientemente NADH y ADP-nbosa (O Handtey
& col 1998): y fas proteínas con actividad Ap$A hidrolasa YOR163W de
S cerevisiae (Cartwnght & McLennan. 1999a), Aps1 de S pombe (Ingram & cof,
1999) y la difosfoinositol polifosfato fosfohtdfQlasa humana (Safrany S
col. 1999). En e! caso de esta última enzima el sustrato no se ajusta a ta
definición de "nudix".
1.2.6 Síntesis do dínucí#óskk> polífosfaws
Desde el descubrimiento, en 1966, por Zamecmk & col. de que i as
ammoaci! tRNA sintetasas catalizaban in vitro fa síntesis de dinucleosido
poiifosfatos. estas enzimas han sido consideradas las responsables de su
síntesis in vivo. Resultados obtenidos por Brevet & cof. en 1939 apoyaban esta
hipótesis ya que estos autores observaron que estirpes de £ cofr que tenían
aumentadas las actividades aminoacti tRNA sintetasas unas 20 a 74 veces
tenían aumentado también el contenido de dinucteósido tetrafosfatos (Ap4N) de
3 a 14 veces.
En 1974 Warner & col. (1974a,b) purificaron parcialmente a partir de
embriones de Artemia una enzima, la guamil! transferasa (EC 2 7 7 45), capaz
de catalizar la síntesis de Gp4G utilizando 2 moléculas de GTF como sustrato
El mecanismo de esta reacción ha sido estudiado nuevamente por ei grupo de
McLennan (Liu & McLennan» 1994; Cartwnght & McLennan, 1999b). Esta enzima
tiene su interés en Artemia debido a fas elevadas concentraciones que se
encuentran de Gp4G y Gp3G en quistes de Artemm,
En 1990 y tomando como base la síntesis de dinucieósido pol¡fosfatos
catalizada por fas tRNA sintetasas, ef grupo de Sillero (Guranowski & col.(1990)
formuló fa hipótesis de que otras enzimas (principalmente itgasas y
Uansferasas) capaces de formar un complejo EX-AMP <X- ácido orgánico) con
liberación concomitante de PPi podrían catalizar la síntesis de dinucleósido
poiifosfatos mediante reacciones similares a las catalizadas por fas ammoacd
tRNA sintetasas.
Introducción
Las reacciones normalmente consideradas para tas itgasas son las
siguientes:
E + X • NTP < > E-X-NMP + PPt 11]
E-X-NMP + Y -> E • NMP + X-Y (2]
en dónde X e Y representan un ácido orgánico y un residuo alcohólico
respectivamente.
En presencia de pirofosfatasa y en ausencia (o una concentración
relativamente baja) del residuo alcohólico, estas enzimas podrían catalizar la
síntesis de Ap4A u otros (df)nucfeótidos dependiendo de ía especificidad úe la
enzima para los distintos nucteótidos
E-X-NMP + NTP—> E + X + Np4N' [3]
También se sugirió (Guranowski & col 1990) que en situaciones
metabólicas no ajustadas, et nivel de cosubstratos específicos como por
ejemplo tRNAs (en el caso de las amínoacil tRNA sinfetasas) o CoA (para fas
acil-CoA stntetasas) podría bajar, favoreciendo la síntesis de dmucieosfdo
polifosfatos a través de las reacciones |1J y [3]. Oe ese modo ios dmucleóstdo
polifosfatos podrían jugar el papel de señales intracelufares indicativas de un
desequilibrio metabófico. o de reguladores que intentan corregir esa situación
(Sitiero & Sillero. 1989).
Dentro del contexto de esta hipótesis se estudiaron una serie de enzimas
con los resultados que se recogen a continuación.
1.2.b.1. Luctferasade luciéjfiaga (£C 1.13.12-7)
La lucifer asa cataliza fas reacciones [4] y [5J con emisión de luz (McEfroy &
col 1969)
E + LH2 + ATP < > E.LH2-AMP + PPi [41
E LH2-AMP + O2—> E + CQ2 + AMP • oxiluciferina + luz (5]
Donde LH2 representa O(-) luciferína
La similitud entre las reacciones [1J y [4] indujo a suponer {Guranowskí &
col. 1990) que esta enzima podría sintetizar Ap4A según ía reacción [6|, simitar
a la reacción [3] catalizada por ras tRNA sintetasas.
E LH2-AMP • ATP > E + LH2 + Ap4A [81
De hecho se pudo demostrar que la iuctferasa de PhoUnus pyniíts
capaz de sintetizar no sólo Ap4A sino otros (di)núcleo!idos con un numero de
fosfatos superior a cuatro {Sitiero & col 1991, Ortiz & coi 1993)
Aunque en un principio se había asumido que ía síntesis de
(di)nucteósido poiifosfatos tenia fugar según la reacción |6] en la que el
complejo E.LH2-AMP actuaba como donador del residuo adentlo. estudios
posteriores (Dukhovich & col, 1996; Fontes & col 1997; Fontes & col 1998a) en
tos que se trató de correlacionar el destino de LH2 la emisión de luz y ta
síntesis de dinucleóskJo poüfosfatos, demostraron que el complejo E L-AMP (L
- dehtdrolucífenna) y no el previamente asumido E.LH2*AMP era e! principal
intermediario en la síntesis de Ap4A (reacción [7}),
EL-AMP + ATP > £ * L * Ap4A [7]
1,2 b 2 Acetil-fioA sintetasa (EC 6.2.1.1) y acil CoA sintetasa (£C 6 2 1 8 )
Con ambas enzimas se ha podido demostrar la síntesis de (di)
nucleósido poiifosfatos. Bn el caso de la acetil CoA sinlelasa de levadura se ha
visto que a diferencia de Tas ammoacil-tRNA smtetasas y fa luciferasa que
requieren la presencia de un amino ácido o lucifenna. respectivamente, para
formar el complejo E-X-AMP, la acetil-CoA smtetasa de levadura puede
transferir el residuo adenifo del ATP a un poHfosfato sin tener que formar,
aparentemente, un complejo E-X-AMP como intermediario de ta reacción
(Guranowskt & cot. 1994). La acil-CoA sintetasa de Pseudomonas fragi, que fue
el enzima comercial utilizado, se comportó de modo parecido a fa acetíl-CoA
sintetasa en lo que respecta a la síntesis de (di)nucleósidos poiifosfatos a! no
requerir la presencia de un ácido graso. Según algunos autores el mecanismo
de reacción de hidrólisis de ATP en AMP + PP» podría no depender
necesariamente de la presencia de un ácido graso (PMipp & Parsons,1979.
Rose & col., 1979) lo que explicaría ta falta de requerimiento de ácido graso
para sintetizar (di)micteótidos (Fontes & col. 1998b y 1999).
Puesto que tas acil-CoA sintetasas de mamífero se localizan en
membranas celulares se podría pensar que estas enzimas fueran
responsables de la síntesis de los diadenosína potífosfatos que se encuentran
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en células cromafmes y en tas terminales sinópticas del sistema
<Sillero & Sillero. 2000)
La semejanza funcional entre las acii-CoA sintetasas y la luciíerasa había
sido ya analizada por McEIroy & coi (1967) Mas recientemente se ha visto la
semejanza estructural y funcional de varías lucifer asas cor* otras enzimas
capaces de formar acil-adenííatos. Estas enzimas se han agrupado dentro de
lo que se conoce como la "superfamiha de la luciferasa* (Bairoch< A (1999),
nombre que deriva del hecho de que la secuencia primaria de fa tuctferasa de
Photinus pyrahs fue !a primera descrita (De Wet & col., 1987)
1.2.D.3. T4 DNA lioasa (EC 6,5.1.11
La T4 DNA ligasa cataliza ia formación de un enlace fosfodiéster, entre
grupos terminales 3-hidroxilo y 5-fosforilo vecinos, en un DNA de doble
cadena (Lehman, 1974; Lindan! & Barnes. 1992). La reacción tiene lugar en
tres etapas:
E + ATP+ <—> E-AMP + PPi [8]
E-AMP + DNA-5 **P <—> E-AppDNA [&]
E-AppDNA+HO-3*-O/VA<->ONA-pp-OWA +AMP+E Í10J
La primera etapa implica la transferencia y unión covalente del grupo
adenílo del ATP a un grupo e-a mino de un residuo lisma del enzima con
liberación de PPi.
Pudimos demostrar, af seguir la formación del complejo E~f32PJAMP, por
electroforesis en geles desnaturalizantes de poliacn¡lamida, que tanto el P3
como el GTP eran capaces (en presencia de pirofosfatasa} de desplazar el AMP
del complejo, con formación de 04A y Ap4G. respectivamente {Madrid & col
1993). Las reacciones que tienen lugar para ia síntesis de Ap4N$ son las
siguientes:
E + ATP < > E-AMP + PPI [11J
E-AMP-»-NTP—E + AD4N f125
como se desprende de las ecuaciones [91 y [121 tanto el DNA-5-P (DNA
meltado) como tos NTPs o P3 pueden competir y compiten por el mismo
complejo E-AMP (Madrid & col. 1998).
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Estos encuentros abren perspectivas en cuanto al diseño de nuevas
drogas antitumorales, particularmente algunos derivados de (iH)poIilosiaios o
incluso de NTPs o NDPs para poder ser utilizados como posibles inhibidores
de las DNA ligasas
1.3 PAPEL BIOLÓGICO DE LOS (OQNUCLEOSIDO POUFO3FATOS
Hacer un breve resumen del papel de estos compuestos no es fácil
Muchos de ios resultados descritos inicialmente. en los que se Ees asignaba
un papel como inductores de ia proliferación celular, no parecían confirmarse
Sin embargo, resultados obtenidos in vitm utilizando dinucleóíidos como
efectores de determinadas actividades enztrnáttcas han sido ampliamente
reproducidos, si bien se desconoce su posible significado in vivo Por otra
parte la existencia de orgánuíos capaces de segregar dmucleósido polifosfatos
ha estimulado la búsqueda de receptores específicos y de! posible papel de
los dinifcleóstdo potifosfatos como efectores extracelulares A continuación se
indicaran de una manera resumida ios encuentros más representativos
1.3.a. Dfnucteósfdo poílfosfatos como efectores enziméthos
La adenilato quinasa fue fa primera enzima que se encontró que eta
fuertemente inhibida por Ap4A (Purích & Fromm, 1972} y Ap§A (Lienhard &
Secemski, 1973). Se asumió que esta fuerte inhibición era debido a que estos
compuestos actuaban como análogos del estado de transición, es decir, su
estructura se asemeja, en un mecanismo de tipo secuencia!, a ia que
presentan los dos sustratos ligados mi centro activo dei enzima. Posteriormente
se vio que otras quinasas (adenosina quinasa, timidina Kmasa. ele) eran
también inhibidas por dinucléosido polifosfatos (revisado en Sillero &
Cameselte, 1992). Estudios recientes (tavie & col 1998} utilizando rayos X
adenilato quinasas de diversas fuentes y Ap§A o ApsdTT han confirmado esta
hipótesis.
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En 1976 Renán & col. describieron el efecto activador del Gp4G (Ka s 30
nM) sobre (a GMP reductasa de Artemm Este efecto fue posteriormente
confirmado por Spector & col. (1979) utilizando enzima de entfoolos humanos
La aparente simetría de fas vias metabóhcas de los nucfeótidos de
purinas lleva a probar el Ap4A como posible activador de fa AMP deamtnasa.
habiendo encontrado que este dinucleótido activaba at enzima cotí una K& - 5
mtcromolar (Fernández & col. 1984). Recientemente Detaney & col (1997) fian
observado que el Ap§A y el ApgA son activadores de la AMP deammasa de
cerebro de rata.
También se ha descrito e! efecto activador del Ap4A y de otros
dinucteosido po!¡fosfatos sobre la íMP-GMP S'-nucleotidasa citosóhca a
concentraciones del orden micromolar (Pinto & col. 1986; ítoh & Yamada
(1990); Marques & col. 1993).
1.3.b DinucÍ0óskio palifosfatos como msifanm3nasm
Estudios llevados a cabo por el grupo de Ames (lee & col. 1983a, 1983b,
Bochner & coi. 1984) indicaban que en situaciones de estrés aumentaba la
concentración intracelular de dínucieosido polifosfatos, de ahí que surgiera ta
hipótesis de que estos compuestos podrido actuar como segundos
mensajeros (alarmonas) induciendo la síntesis de las proteínas hsp íheat
shock protein). Sin embargo evidencias aportadas por otros grupos (Mitter &
McLennan, 1986: Pfateau & col. 1987) e incluso por el propio grupo de Ames
(Farr & col. 1989), indican que un aumento en la concentración mtracelular de
Ap4A no induce síntesis de hsp.
1.3.C Dinudoóskki poítfosfñtos y diferenciación celular
A partir de fa hipótesis formulada en 1976 por Rapaport y Zamecnik según
la cual la concentración intracelular de Ap4A podría regular {a velocidad de
multiplicación celular, surgieron numerosas publicaciones tanto confirmando
como negando esta hipótesis, ta conclusión final fue que la disparidad de
resultados podía ser debitía a los bajos niveles de estos compuestos y en ta
dificultad técnica para cuantíffcartos (Garríson & Barnes, 1992; Remy, 1992), Sin
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embargo, recientemente, hay trabajos que apuntan de nuevo a la posibilidad de
que los dínucleoskfo polifosfatos podrían estimular la multiplicación celutat
actuando no a nivel tntracetutar sino a través de receptores de la supérete
celular (Hetdenretch & col. 1995; Schuíze Lohorf & col 1995: Schtuter & coi
1998) £1 grupo de Nishimura ha demostrado en estirpes salvajes de E cotí.
que niveles elevados de Ap4A adelantan la división celular mientras que niveles
bajos la retrasan (Nishimura & coi, 1997, Ntsntmura. 1993) Según otros
autores Vartanian & col. 1996, 1997; Kissetev & col 1993) to que cuenta no son
tanto los niveles elevados de Ap4A sino la relación Ap3A/Ap4A y que esta
relación es un indicador más sensible de! estado celular
1.3,d interacción con rGceptoms
La naturaleza de los receptores que medían tos efectos causados por ios
diadenosina polifosfatos no está otara. Varios grupos han intentado clasificar
tos receptor(es) de polifosfatos de diadenosina dentro de tos conocidos
subtipos del receptor purinérgico Pz (Hoyle. 1990; Pintor & col, 1991; 8o & coi
1994). mientras que otros encuentros apuntan a ía existencia de receptores
específicos para Ap4A. El grupo de Hilcferman ha descrito un receptor
especifico para Ap4A en tejidos de ratón (Hilderman & col 1991, Walfcer & col
1993: Hrlderman & col. 1994), y Pintor & col (1993,1995) encuentran en
vesículas sinápticas de rata dos receptores (P2ó y P4) que legan pofifosfatos de
diadenosina y que tienen características propias. Sin embargo Edgecombe &
col. (1996) no han podido demostrar, en células de Hígado de rata, una
subpoblación de lugares de unión específicos para Ap4A ya que encuentran
una estrecha correlación entre ios sitios de unión reconocidos por e\ Ap4A y los
reconocidos por el ATP.
f.3.» Fundónos &xtracetuíards de ios ditwcíeósícfo poíifosfatos
Los objetivos mejor caracterizados para los dtnucíeósído pofifosfatos
extracelulares fo constituyen ias células del sistema vascular. £1 ApaA es un
inhibidor de la agregación plaquetana (Chao & Zamecnik, 198^) lo que ha
llevado a investigar ta posibilidad de usar como agentes anli-
r
análogos sintéticos del Ap¿A (Zamecnik & col 1992) Más (ecieniemenie se ha
confirmado ef efecto inhibidor del AojA, Ap$A y Ap7A, que también se
encuentran en las plaquetas (Jankowski & coi. 1939) £l Ap4A y sus
homólogos, Ap3A, Ap$A y ApeA modulan el tono vascular y por ello podtian
estar implicados en ei control de la presión arterial (Schluter & col 1994,1996
Kikuta & col 1994, 1999)
tos diadenosina poüfosfatos inducen también alteraciones en el
metabolismo celular del higado. Busshardt & col (1989) observaron que tanto
ef Ap3A como el Ap4A estimulaban, en higado pe rfun elido de rata, la salida de
glucosa más eficazmente que et ATP. Posteriormente, se demostró, utilizando
células de higado aisladas, que estos poüfosfatos estimulaban la actividad
glucógeno fosforílasa (Craik & coi. 1993). Estos efectos están relacionados con
la habilidad de ios diadenosina polifosfatos de influir en ta concentración del
Ca2+ citosólico libre en las células de hígado de rata (Keppens, 1996)
OBJETIVOS
Cuando se inició este trabajo se sabia, por resultados de este laboratorio
la T4 DNA (¡gasa era capaz de catalizar ia síntesis tn vttm de
polifosfatos, pero faltaban por determinar algunas características de ta reacción
En consecuencia se plantearon los siguientes objetivos
1. Completar la caracterización de la reacción de síntesis de dinucleosido
poíifosfatos catalizada por la T4 DNA fkjasa
2. Analizar la posibilidad de que otras iigasas (T4 RNA figasa, Pfu DNA íigasa,
etc) catalizaran también la síntesis de (di)nucíeósidos poíifosfatos y en caso
afirmativo estudiar tas características de las reacciones respectivas,
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3.1 MATERIALES
S.i.a Apuntos
Las medidas de absorbencia se realizaron en un especfrofotómetro
Shimadzu modelo UV-160A y en un lector de Etisa modelo E l 340 de Bio-Tek
tas cromatografías de alia resolución (HPLQ se realzaron en un
cromatógrafo liquido de Hewleit Packard (HPJ modelo 1090 con detector de
diodos en circuito integrado acoplado a un ordenador. Las columnas utilizadas en
HPLC fueran Hypersií ODS (2,1 x 100 mm ó 4,6 x 100 mm} de HP, y MonoQ HR
5/5 (50 x 5 mm) de Pharmacia.
La cuanttficactón de ia radioactividad de las placas eromatográftcas con [y¿P\
se realizó en un Instantímager (Packard instrument Co) Para ef revelado de tas
autorradiografias se utilizó un revelador Agfa modelo Curix 60
Las fuentes y cubetas empleadas para la realización de eiectroforesís fueron
de BioRad.
Para las centrifugaciones se emplearon centrífugas Seckman J2-21 y
Heraeus Biofuge 13; y el rotor JA-17 de Becfcman
El íiofílizador utilizado fue de Virtis modelo Freezenmobde 6
3.Í.6 Producto*
La RNA ligasa del bacteriófago T4 se compró a Boehringer Manriheim {Ref
1449478; lotes 84064023-08, 84064024-08, 84064027, 85014020, 85014021).
Una unidad (U) es la actividad enzima tica que cataliza la transformación de 1
nmol de S-^P-TAIZ-IB, en una forma resistente a fosfaíasa, en 30 ruin a 37aC,
La fosfatasa alcalina (grado 1) (N* Cat. 108138), fosfodtesterasa de Crotaius
dunssus (N° Cat. 108260), pirofosfatasa inorgánica de levadura (N° Cat, 108987)
y ATPyS se obtuvieron de Boehringer Mannheim,
Luciferasa de luciérnaga (Photinus pynatis) (H° Cat L-5256), Ap«A (n~2 a 5),
Gp3G y Gp5G fueron de Sigma. Gp2G y Gp4G se purificaron de Artemia (Vallejo
& col. 1974). Xp4X se preparó por deamírtación de Gp4G, igual a como está
descrito para la deaminación del Gp^G, y purificado por cromatografía de
intercambio iónico (Sillero & coi, 1977). Ap*G se sintetizó con lucíferasa de
i 8
luciérnaga (Orttz & coi 1993).
Poli(A) {Ref 9403), tripolifosfato sódico(P5J (Ref 5633} leítapofifosfato
hexaamónico <P«) (Ref. 5758) y polifosfato sódico Ttpo 15 (P^) (Ref 6003)
fueron de Stgma La pureza de los polifosfatos fue confirmada por cromatografía
de intercambio iónico, como se describe en (Marques & coi 1998) Mientras que
P3 y P4 tenían una pureza mayor del 97% y 90%. respectivamente, Pt* era una
mezcla de al menos 20 polffosfatos diferentes (Marques & col 1998}
pd{A)i2.ts fae de Pharmacia Biotech (Ref. 27-7975), pCp de Pharmacia (Ref
27-1505), CpG de ICN Siornedicals GmbH (Ref 104354), y GpC de Sigma (Ref
G-1506).
El [a-^PJATP fue de Oupont Nen (N° Caí. 003H02128). con una actividad
específica de 3000 CiAnmoL Los residuos radiactivos generados en los ensayos
fueron apropiadamente evacuados por el Servicio de Radioprotección de la
Facultad de Medicina de ía Universidad Autónoma de Madrid.
Las placas de aluminio de gel de sílice fluorescente (TLC 60 FjM) fueron de
Merck; el dioxano y amoniaco utilizados para fa elución de las placas, de Panreac
Las películas empleadas para autorradiografías fueron de Kónica Corporation
(Japón),
Las membranas utilizadas para la uttrafilíración de la pirofosfafasa inorgánica
tenían un limite de exclusión de 30 kOa y eran de Vtvasctence (Ref VS0121)
Para los gefes se utilizó acrílamída-bisacrífamida (N° Cal 1 10734 y 10397
respectivamente) de Merck. Los patrones de peso molecular eran de BioRad
(N°Cat. 161-0304).
Para fa determinación de proteínas se utilizó eí reactivo Bro-Rad Protein
assay {N° Cat. 500-0006) de Bio-Rad.
3.2 MÉTODOS
3.2.a Síntesis de (dfynucleósIdo-pGÜfosfatos
3.2.a. 1 Utilizando T4 RNA ttoasa
Las preparaciones comerciales de T4 RNA lígasa de Boehringer contienen
10.000 U/mi. Al no venir indicada ta protefna, esta se determinó utilizando eí
método de Bradfbrd (1976). Todas ias preparaciones analizadas por eiectroforesis
en gel de pohacn(amida en presencia de SOS. mostraron la presencia de una
única banda con un peso molecular de 42 kOa Según esto la actividad espeofio.*
de las distintas preparaciones utilizadas era alrededor de 1600 U/mg t f lampón
utilizado para diluir esta enzima fue el siguiente 50 mM Tns-CIH (pH 7.5), 10 mM
OTT. 0.5 mg/ml 8SA.
Para sintetizar (di)nucleostdo-polifosfatos mediante esta enzima se utilizaron
esencialmente 2 métodos de ensayo:
Método A: Este método utilizaba [a-32P]ATP y los productos de reacción se
analizaban por cromatografía de capa fina (TLC) La mezcla de reacción contenía
en un volumen final de 0,02 mi: 50mM Tris-HCí (pH 7,4), imM ditiotreílol (OTT), 5
mM MgCI2. 0,02 mM ATP, 0,1 pCi {a~nP} ATP, Illftnl de piroíosfatasa desalada
(sin sulfato amónico), T4 RNA itgasa y ef cofrespondiente nucfeótido
(GTP.ATP.dATP.ADP ..) o tripolifosfato (P3) como aceptores. a las
concentraciones que se indiquen. La mezcla de reacción se incubaba a 3G9C y a
distintos tiempos se tomaban alícuotas de 2 **í que se aplicaban en una placa de
gel de sílice, junto con los patrones adecuados. (Ver 3 2b 1)
Método B: En este caso los productos de reacción se analizaban por
cromatografía liquida de alta resolución (HPLC) Las condiciones de ensayo eran
esencialmente tas mismas que tas deí método A. pero utilizando concentraciones
más elevadas de ATP {no radiactivo). El curso de la reacción se seguía tomando
alícuotas de 0.01 mi que se añadían sobre 0,14 mi de agua destilada, se hervían
durante 1,5 min y se analizaban por HPLC, como se describe en 3.2 b 2
3.2.b Análisis y cuantífic&ción de (di)nucleétidos
3 2 b 1 Por cromatografía en capa fina (TLC)
Alícuotas de fa mezcla de reacción (normalmente 2 pf} se aplican en una
placa de gel de sílice y se eiuye con una mezcla de dioxano;amoniaco agua en la
proporción (VA/) de 6:1:6 o de 6:1:4, según se indique. Cuando el experimento lo
requería, se aplicaban simultáneamente patrones de compuestos no radiactivos,
Las manchas correspondientes a los distintos nucleóttclos se localizan
iluminando con una lámpara de luz ultravioleta a fa longitud de onda de 253 nm;
Mat&rtatos y Mútúdos
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los compuestos radiactivos fMP] se analizan en un Instantlmaejeí y
autorradiog rafia.
3 2 b 2 Por cromatoorafia ttouéda de afta fesolución (HPLQ
Las muestras a analizar se hierven durante 1,5 mm para así desnaturalizar fa
pro te i na presente, después se enfrian, se centrifugan durante 1 mm a 13 000 rpm.
se filtran a través de membranas de nitrocelufosa (Mdlipore HA, 0.45 pm) y
alícuotas de 0,05 mi se inyectan en una columna de Hypersi! ODS La elución se
realiza a flujo constante de 0,5 mi/mm, utilizando durante tos primeros 20 minutos
un gradiente lineal de 5 a 30 mM de fosfato sódico (pH 7,5) en 20 mM de
tetrabutiiamonto y 20% de metanol (Tampón A), y durante los 10 minutos
siguientes un gradiente lineal de 30 a 100 mM de fosfato sódico (pH 7,5} en
lampón A. En el caso particular de fa Fig. $4e, la columna fue adicíonalmente
eEuida durante 30 min, con 100 mM de fosfato sódico en tampón A
Los perfiles cromatográficos se registraron generalmente a una longitud de
onda de 260 nm. La identificación de tos mono y dinucleótidos sintetizados se hizo
por los espectros de absorción (en tas Ffga. 12 y 13e se muestran los espectros
de algunos dinucieótidos). por el tiempo de retención y por tos productos
formados al tratar con fosfatasa alcalina y/o fosfodiesterasa
Para la cuantificación de ios resultados se comparó el área de los picos con
las curvas de calibración obtenidas con concentraciones conocidas def producto a
cuantificar.
3.2.c T4 RNA fi
3.2.C.1 Formación úel complejo T4 RNA ligasa-AlvIP. Análisis oor
electroforesis en oel
La mezcla de reacción contenía en un volumen final de 0,02 mi: 50 rnM Tris-
HCI (pH 7,4), tmM DTT, SrnM MgCI2, 5 jiM ATP, G,1fíCi \a-32P] ATP, 0,02 U de
pirofosfatasa desalada y, cuando se indique trípolifosfato (PjJ.Se incubó ia mezcla
durante 15 minutos, para eliminar el posible pirofosfato contaminante de la
preparación comercial de Pj.La formación del complejo E-AMP se inició af añadir
2U de T4 RNA lígasa Después de 15 min de incubación, se pararon las
reacciones con 6,5 ftl de tampón de muestra concentrado {0,25 M Tris-HCi (pH
2 I
6,8), 6% SOS. 40% glicerot. 240 mM 0TT. 0,005% azul de brómatenos i *s
mezclas se calentaron a 90°C durante 3 min y se aplicaron alícuotas de 6 \tí en urx
gel de poltacnlamida al 12% en condiciones desnaturalizamos (Uemmli. 1970)
Tras someter el gel a una electroforesis de 30 mA durante 1 hora, se linó con azuí
de Coomassie {Fairbanks & col 1971). se secó y el complejo enztma-AMP se
visualizó por autor radiografía. En las mismas condiciones se corrieron patrones
de peso molecular comprendido entre 97,4 y 14,4 kDa
3 2 c 2 Síntesis de GDJGOCP Y
A no ser que se especifique de otra manera, las mezclas de reacción
contenían en un volumen final de 0,03-0,05 mí: SO mM Tris-HCI ípH 7,4), 1tnM
DTT, 5mM MgCI2. 0,02 mg/ml BSA, 1U/mí de pirofosfatasa desalada, T4 RNA
tigasa, ATP. pCp y Gp4G Las mezclas de reacción se incubaron a 30°C y a
distintos tiempos se tomaron atfcuotas de 0,01 mi a las que se tes añadió 0,14 mi
de agua destilada y se procesaron y analizaron por HPLC como se describe en
32.D.2.
3 2 c 3 Purificación y caracterización de
t a mezcla de reacción contenta en un volumen final de 0,3 mí 0,5 mM ATP
0,5 mM pCp, 0+6 mM Gp*G. 50 U de T4 RNA Itgasa y ios otros componentes
como se indica en 3.2.C.2. La mezcla de reacción se incubó a 30°C durante 22
horas, después se calentó a 95°C durante 2 min, se diluyó 3 veces con agua
destilada y alícuotas cíe 0,05 mi se aplicaron en una columna MonoQ (5x50 mm)
equilibrada en 0,5 M de NH4HCO3 (pH 9,0). Tras aplicar la muestra, se lavó \a
columna a una velocidad de flujo de 1 mtfmin durante 3 mm con el mismo tampón
los compuestos que quedaron retenidos fueron eluidos con un gradiente de 0,5 a
1 M de NM4HCO3 durante 15 rnin. Las fracciones de interés se recogieron y se
concentraron por itofiiización.
a) Tratamiento con fosfatasa alcalina y fosfodiesterasa A una mezcla de
reacción de 0,21 mi que contenía 0,05? A260 de Gp4GpCp, 25 mM Tris-HCÍ ípH
7.5) y imM MgCi2. se añadieron 1,5 U de fosfatasa alcalina (FA) y se incubó
durante 30 min a 37°C. Seguidamente se calenté a 100°C durante 5 mín para
mactivar la fosfatasa, se apartó una alícuota de 0,1 mi, y a ía mezcla residual se
Mammies y Métodos
añadieron 2 ug de fosfodiesterasa de veneno de serpiente (f DE), incubando <i
37°C durante 30 min. En las Fig». 25b y 25c se recoge el resultado después cí<»
tratar con FA y FA • FDE, respectivamente
b) Tratamiento con fosfodiesterasa y fosfatasa alcaitna Una mezcla de
reacción de 0,21 mi, que contenia Gp4GpCp igual que en a), se incubó en
presencia de 1 ug de FDE durante 30 min a 37°C Seguidamente se inactivo la
FOE por calentamiento a 100°C durante 5 min, se apartó una alícuota de 0,1 mi y
a la mezcla residual se añadieron 1,5 U de fosfatasa alcalina y se incubó a 37"C
durante 30 min. En las Figa. 25d y 2S& se recoge el resultado de ambos
tratamientos.
c) Tratamiento con KOH; Una mezcla de reacción de 0,067 mi que contenía
0.018 Ajeo de Gp4GpCp y 0,3 N KOH se incubó a 37°C durante 18 horas
Transcurrido este tiempo se neutraliza con ácido perctórico. Tras enfría* y
centrifugar, se recuperó et sobrenadante que se diluyó hasta 0,2 mi, Se apartó
una alícuota de 0,1 mi y al resto se añadió MgCt2 1 mM y 1,5 U de fosfatasa
alcalina, se incubó a 37°C durante 1 hora.
3.2M Otros métodos
3.2.d.1 Síntesis de Xo^X
La dixantosina íetrafosfato (Xp*X) se obtuvo por deaminación de la
diguanosina tetrafosfato (Gp4G).
Se disolvieron 9 rng de Gp4G en 1.5 rnf de HCI2N, y se añadió lentamente y
con agitación 0,5 mi de NaNO* 4H. Tras permanecer la mezcla a temperatura
ambiente durante 30 minutos, se aplicó a una columna (24x0,35 cm) de Sephadex
G-10, previamente equilibrada con agua destilada. Se recogieron fracciones de 1
mi. Las fracciones 15-22. en las que efuia un pico con absorción ai ultravioleta, se
reunieron y líofifizaron. £1 tiofiltzado se resuspendió en 0,25 mi de agua destilada y
se recromatografió en una columna MonoQ (5x50) equilibrada en 0,16M
NH4HCO3 (pH 8*0). La elución se hizo a un flujo de 1 ml/rnin. con un gradiente de
0.16 M a 1 M de NH4H CO3 en 30 minutos. Las fracciones que contenían el Xp4X
se reunieron y concentraron por ÍÉofilízación. Et Xp4X se caracterizó por e!
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espectro de absorción ultravioleta (km», a 260 y a 260 nm a pM 8. el
1.08) y el tiempo de retención
3 2 d 2 Síntesis de Ao«G
La síntesis de Ap4G para utilizarlo como patrón y como sustrato (Fig. 34c)
se llevó a cabo con luctferasa de luciérnaga según Ortur & col (1993)
La mezcla de reacción en un volumen final de 0,3 mi contenia 5 mM MgO:,
0.1 mM luciferina. 2 mM ATP?S, 2 mM GTP. 0.1% 8SA( 0,6 U de ptrofosfatasa
desalada y 0.83 rng/mt de luciferasa La mezcla de reacción se incubó a 3G°C
durante 24 horas; después se trató con 15 U de FA a 37°C, durante 2 n. Alícuotas
convenientemente diluidas se aplicaron a una columna MonoQ (5x50) en las
mismas condiciones que se describen en 3 2 d 1 Las fracciones que contentan
Ap4G se reunieron y concentraron por líofihzación
3.2.d.3 Eliminación del sulfato amónico de la pirofosfatasa comercial
La pirofosfatasa inorgánica se utiliza para nídrolizar el PPi producido durante
(os ensayos enzimáticos, o también para eliminar el posible PPi contaminante del
P3
La pirofosfatasa inorgánica (EC 3.6 11) comercial dé la casa Boehnnger es
una suspensión del enzima en una solución de sulfato amónico 3,2 W Como el
sulfato amónico resultó ser un ihtbidor de la síntesis de dmucleósído-polifosfaíos
catalizada por la T4 ONA y T4 RNA ligasa, ía pirofosfatasa fue sistemáticamente
desaladla por uftrafiUracíón antes de su uso.
Para eliminar por uJtrafiítración ei sulfato amónico se procede como sigue:
una alícuota de 0,125 mi de ía piroíosfatasa comercia} diluida 4 veces con agua
destilada, se introduce en un microconcentrador con una membrana de exclusión
moJecular de 30 KDa y se centrifuga a 14000xg durante 20 min descartando el
filtrado. Al filtro se le añaden 0,45 mi de agua destilada, después de una nueva
centrifugación se desecha el filtrado, y se recupera el mate nal retenido en el filtro
A este se ie añade el agua necesaria para que se obtenga un volumen final, íguat
al de la enzima de partida (0,125 mi). Se reparte en alícuotas que se guardan a -
20°C.
24
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3 2d 4 Análisis por eiectroforesis eo oet de distmlas
comerciales de T4 RNA liaasa
Para saber el grado de pureza de las preparaciones comerciales de T4 RNA
ligasa de Boehhnger Mannheim, estas se analizaron por eJeciroforests en gel
A 1 ul de enzima (10 U de RNA ligasa de Boehrmgeo se le añaden 26 \il de
lampón de muestra <1M Tris-HCI (pH 6.8}. 32% SOS, 160% gíicerol, 0,96 M OTT
0.02% azul de bromofenol). Se hirvieron las mezclas a 90°C durante 3 m«n. y se
aplicaron alícuotas de 10 ¿ti en un gel de poliacriiamida al 12% en condiciones
desnaturalizantes (Laemmll 1970) que se corrió a 30 mA durante 1 hora La
tinción se realizó con azul de Coomassie (Fairbanks & col 1971) £n las mismas
condiciones se corrieron patrones de peso molecular comprendido entre 97A y
14.4 kDa.
3 2d 5 Determinación de proteínas
La cuantificación de proteínas se realizó según el método descrito por
Bradford (1976), utilizando albúmina de suero bovino (BSA) como proteína patrón
Estos ensayos se realizaron siempre por duplicado y como mínimo con dos
cantidades diferentes de muestra a analizar.
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4. RESULTADOS
4.1 SÍNTESIS DE (DMNUQ^OSfDO POUFOSFATOS CATAUZADA POR LA
T4RNAUGASA
Este trabajo tenia por objeto, como ya se mencionó en la Introducción,
buscar actividades enzimáticas capaces de catalizar la síntesis de
(di)nucleósidos poí(fosfatos.
Uno de los primeros enzimas ensayados fue fa T4 ONA ligasa Los
resultados obtenidos, en los que colaboré en parte, se recogen al final como
trabajo publicado {Madrid y col. 1993).
En cuanto se observó que fa T4 ONA ligasa era capaz de sintetizar
dtnucleósido polifosfatos investigamos esta posibilidad utilizando T4 RNA
Itgasa.
El mecanismo de las RNA Itgasas similar al de tas T4 DNA hgasas
{Harnett & col. 1985)ty consta de las tres etapas reversibles siguientes:
E + ATP <—> E-AMP + PPi f 13)
E-AMP + p-5-RNA < > E-AppRNA f 14]
E-AppRNA + HO-3-RNA <—> RNA-p-RNA + AMP + £ {15]
En la primera etapa tiene lugar la adentiación del enzima con liberación de
PPi En la segunda etapa el flMP deí complejo E-AMP es cedido al extremo 5~
fosfato del RNA dando lugar a la adenilación de una molécula de RNA, y en la
tercera etapa mediante un ataque nucieofilico del extremo 3'-OH de un RNA se
forma un enlace 5-3 entre dos moléculas de RNA y se (ibera AMP, A fa primera
molécula de RNA (S-p-RNA) se te conoce en la literatura como RNA dador y a
ta segunda como RNA aceptar (OH-3-RNA). Dependiendo de que ios RNAs
dadory aceptor pertenezcan o no a la misma molécula la reacción será iníra o
intermolecular. En el primer caso la ligasa cataliza la circufanzación del RNA
Esta enzima, a diferencia de la T4 DNA íigasa, puede utilizar como substratos
tanto RNA como DNA (Cranston & col. 1974; UntenbecK & Gumport (1982);
Brennan & cof. 1983; Romaniuk & ühfenbeck 1983; Tessier & col 1986).
4.1.m Formación déi compitfo E-AMP y *it d+spimz*mi*nto por Ps
La formación del complejo E-AMP se observó cuando *a 14 RNA ligasa
incubó con fa^P] ATP en ausencia de RNA, en fas condiciones que
describen en Métodos 32c 1 Eí complejo formado migró en (a
correspondiente a un peso molecular de alrededor de 45kDá (Uhlenbeck&
Gumport 1982} {Rsr. 2a). Cuando en estas condtctones experimentales
(ausencia de PPi por ía presencia de pirofosfatasaí. fa mezcla de reacción se
suplemento con cantidades crecientes de tnpolifosfato. se observó como fa
cantidad de complejo formado disminuía a medida que aumentaba la
concentración de P3 <Flg. 21»).
4. i.b Síntesis efe ApsA cataUíada por T4 RNA Kgasm
4 1,b 1 Lineatkfad con et tiempo e influencia de ¡a pirofosfatasa
El destino def AMP procedente del complejo E-AMP se estudió incubando
el enzima con 0,02 mM [a-^P] ATFt en ausencia o presencia de pirofosfatasa
{PPasa), Los productos formados se analizaron por cromatografía en capa fina
(TLC) (Rg. 3a,b) La radiactividad bajo la mancha correspondiente a ATP se
desplazaba dando lugar a un nuevo compuesto radiactivo que migraba en (a
posición de un patrón de A04A. En estas condiciones experimentales la
reacción era lineal durante 10 min (Fig, 3c) La velocidad de síntesis del
presunto AP4A disminuía con el tiempo de incubación, principalmente debuto a
la baja concentración de ATP presente en la mezcla de reacción, La formación
de este compuesto, supuesto Ap*A, era estimulada por ta presencia de
pirofosfatasa (Bg. 3a» . Las velocidades iniciales de síntesis de Ap¿A en
ausencia o presencia de PPasa fueron de 0,4 y 1,2 nmoi.min \mg 1de proteína.
respectivamente. Para la constante de equilibrio de fa reacción 2ATP <---> Ap^A
+ PPi, en ausencia de PPasa, se obtuvo un valor de 0,005.
La síntesis y caracterización de AP4A por T4 RNA ligasa se llevó a cabo
utilizando mezclas de reacción {0,05 mi) que contenían 2 mM ATP, 10 U de
ligasa, y el resto de componentes que se describen Métodos 3.2.a. 1 (método
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B) Después de incubar toda la noche, tos productos de reacción se analizaron
por cromatografía de alta resolución (HPLC) La mayor parle del ATP se
transformó en un nuevo compuesto. Ap^A También se observaron picos
minoritarios que correspondían a AMP. AOP y a un posible Ap:íA (Fjg. 4a) El
Ap«A se caracterizó corno tal por fo siguiente; coeluyó con un patrón de Ap+A. ai
tratar la mezcla de ensayo con fosfatasa alcalina ( ipg durante 2 horas a 37°C)
el AMP y el ADP se degradaron a adenostna mientras que los picos de los
supuestos Ap*A y ApaA permanecieron inalterados (Fig, 4b) Tras ínacttvar la
fosfatasa, y tratar ta mezcla de ensayo con fosfodiesterasa (0.4 pg) durante 10,
30,60 y 120 min (Fig. 4c*f), se obtuvo, como resultado de la hidrólisis del Ap4A,
a ATP y AMP; la formación de un peque fio pico de AOP fue consecuencia de la
hidrólisis del presunto AP3A por ta fosfodiesterasa,
4.1.b.3 Determinación de la constante c|e afinidad para el.ATJF.__g_Q la
síntesis de Ap*A
Para determinar (a constante de afinidad de la T4 RNA iigasa para el ATP
se utilizaron mezclas de reacción que contentan concentraciones variables de
ATP~Mg (0,5-6 mM>; 1 mM MgCf? libre y 200 Ufml de enzima tas reacciones se
incubaron a 30°C durante 90 y 130 min y ios productos formados se analizaron
por HPLC como se describe en Métodos 3.2 3 1. El valor de Km que se obtuvo
en estas condiciones fue de 1,25 mM y un valor de k^, 0.055 s \
4.1.b.4 Influencia de la concentración de fMEg
La reacción de ía T4 RNA ligasa cuando cataliza fa unión de RNA tiene un
óptimo de Mg de aproximadamente 10 mM (Romamuk 8 Uhienbeck. (1933))
Para determinar la concentración óptima de este catión en la síntesis de
dinucieósido-poíifosfatos se prepararon mezclas que contenían 1 mM ATP-Mg.
concentraciones variables de Mg2* libre (0(5~8 mM) y 200 U/mf de enzima. Se
incubó a 30°C durante 90 y 180 min y e¡ resultado se analizó por HPLC. Según
se observa en ta Rg $ se alcanza un óptimo de síntesis de ApuA en presencia
de 1-4 mM Mg2+ libre.
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f igura 4. Síntesis de Ap4A
por T4 UNA ligasa y caracteriza-
ción
La me?cfa de reacción ( 0,05
mi) contenía 200 Ü/mf de T4 RNA
ligasa, 2 mM ATP y el resto de los
componentes indicados en Méto-
dos; iras incubar durante 16 hor#5
se analizo w$ alícuota (0.01 m¡)
por HPLC utilizando una columna
de Hyperstt ODS de 2A x 100 mm
(ver Métodos 3.2.D.2). En el panel a
se pueden observar ios picos
correspondientes a AMP, ADF* y a
tos supuestos Ap3A y Ap4A.
Seguidamente una alícuota de la
mezcla de reacción (0,04 rnl) se
trató con 1MS de fosfatasa alcalina
durante 2 h y se analizó por HPLC
(panel b); los picos de AMP y ADP
se transformaron en adenosma.
mientras que los supuestos Ap3A y
Ap4A permanecieron inalterados
La mezcla restante <0,03 mj) se
trató con fostodiesterasa dé veneno
de serpiente (0,4 pg) durante 10
min (c), 30 min (íi), 60 min (e) y 120
min (f). Los números sobre Io5
picos corresponden a (os siguientes
compuestos: Í1JAMF; (2) ADP; Í3J
Ap3A: Í4) Ap4A; (5) Ado; Í6) ATP.
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Figura 5. Síntesis de Ap4A catalizada por T4 RNA ligasa. Dependencia
de la concentración de Mg2+
Las mezclas de ensayo contenían i mM de ATP. concentraciones variables
de MgCl2 {1-9 mM), 200 U/ml de enzima y los demás componentes que se indican
en Métodos 3,2.a. 1. tos productos de reacción se analizaron por HPLC, En !a figura
se representa el Ap4A sintetizado a ios 90 min de incubación.
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4. f .c Síntesis d * Ap<G cmtmUzsóm per tm T4 RNA tigss*
Como se ha visto anteriormente, en presencia de pifofosfatasa e¡ AMP
complejo E-AMP puede ser cedido al ATP y sintetizar Ap*A Oe igual forma i
como ocurría con la T4 ONA ligasa {Madrid y coi 1996} et AMP de! complejo
puede reaccionar con nucleósido trifosfatos distintos de ATP y formar tos
correspondientes Ap4Ns
4.1.C.1 Determinación de la constante de afinidad para el GTP en la
síntesis de Ap¿G
Los experimentos que se muestran en las Figs. 3 y 4 indicaron que el ATP
se comporta no solo como donador de AMP para la formación del complejo É-
AMP sino que también se comporta como aceptor de AMP para ía formación de
AD4A. El valor de Km para ei ATP para la formación del complejo E-AMP es
alrededor de 10>tM (Cranston & col. 1974).Según nuestra experiencia cort otras
enzimas que sintetizan Ap*A (Guranowski & col. 1994; Fontes & col 1993b; Orttz
& col 1993, Madrid y col- 1996} cualquier nucíeósido trifosfato (NTP) puede ser
aceptor de AMP, actuando con un vaior de Km alto Por estas razones, se ensayó
et GTP como aceptor de AMP, utilizando ATP marcado radiactivamente como
donador de AMP, Ei valor de Km para ei GTP en la síntesis de Ap*G se determinó
en presencia de una cantidad fija de ATP (0,02 mM) y 0,1 uCi { r /^Pl ATP, y
concentraciones variaoíes de GTP de 0,1 a 4 mfA, En estas condiciones se
determinó para ef GTP un valor de Km de alrededor de 1,2 mM, y una velocidad
de síntesis (Kcat) o*e 0,017 &\
4.1.C.2 pH óptimo
El efecto dei pH sobre la velocidad de síntesis de Ap*G se determinó
utilizando mezclas de reacción {0,02 mi) que contenían 0,02 mM {a~32P} ATP
(0 ,1UC) , 4 mM GTP, 0,8 ü de T4 RNA figasa y 50 mM de cada «no de (os
siguientes lampones: Mes/KOH (con valores de pH de 5.5; 6,0; 6,4 y 67) :
Hepes/KOH (con valores de pH de 6,7; 7,2 y 7,6) y Tris/HCí (con valores de pH
de 7.4 y 8). Se tomaron alícuotas después de 15 y 30 min de incubación a 30°C
3 3
que se analizaron por TLC. El pH óptimo de la reacción fue <$e 7,A (Fig.Si ApH
8.0 la actividad ertzimática era alrededor del 70% de la máxima
4 1c 3 Influencia de la concentración de Mg*'
Para determinar la concentración óptima de Mg * en la síntesis de Ap*G
se prepararon mezclas (0,02 mi) que contenían 0.02 mM fcx-WPJ ATP (0.1^0, 1
mM GTP. 0,8 U de T4 RNA ligasa y concentraciones variables de Mg?+ (0-3 mM)
Se tomaron alícuotas después de 15 y 30 min de incubación a 30°C que se
analizaron por TLC. En estas condiciones de ensayo la velocidad máxima de
síntesis de Ap4G se alcanzó cuando la concentración de Mgí4 libre era
alrededor de 5 mM. (Hg-7).
4AM Polffosfatos como substratos cte ía T4 RNA ¡igasa. Síntesis efe
Los poitfosfatos {P3 y P4) se comportan, igual que el GTP, como aceptares
del AMP del complejo E-AMP y sintetizan, en presencia de enzima y ATP, los
correspondientes p*A y p^A. En la Fig. 0 se recoge ef resultado de incubar 1 mU
ATP en ausencia o presencia de 3 mM (P3. o P4, o ef polifosfato Pu j En
ausencia de potifosfato se observó transformación de ATP en Ap4A (ff§. 8A,a)
En presencia de ATP + P3. tuvo lugar la síntesis de p*A, Ap4A y una pequeña
cantidad de A05A <Fig. SA^b), lo que reflejaba et conjunto de tas siguientes
reacciones:
ATP + ATP > AD4A
ATP + P3 > P4A
D4A + ATP > Ap$A
Al utilizar P4 como cofactor, se obtuvo Ap^A y en menor cantidad p&A {Fíg.
8A,c). La preparación comercial de P15 (que consiste en una mezcla de
poltfosfatos (Marques y col. 1998) se compoitó como inhibidor de la reacción ya
que en su presencia no hubo síntesis apreciabíe de Ap*A (Fkj, 8Afd) Para
caracterizar el P4A sintetizado se procedió como se indica en la parte B de !a
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Figura 8. Pollfosfatos como «ubstrnto* «te la T4 UNA
A. La enzima (200 U/ml) se incubó en presencia de 1 mM ATP, pirofosíatasa
y en ausencia (panef a) o en presencia de 3 mM de cada uno de los siguientes
poMíosfatos: P¿ (panef b). P4 (panel c) o P15 (panel cf). Las mezclas de reacción se
incubaron durante 14 h a temperatura ambiente, después se analizaron por HPLC
en una columna Hypersil ODS de 2,1 x 100 mm.
B. Panel a: perfil de la mezcla de reacción incubada en presencia de P3.
Panel b: alícuota de esta mezcla de reacción tratada con fosfatasa alcalina (5¿ig, 2H,
STO). Panel c: alícuota de esta mezcla de reacción tratada con fosfodiesterasa de
veneno de serpiente (!u£, 2hf 37*C). Las 3 muestras se analizaron por HPLC
utilizando una cofumna Hypersil OOS de 4,6 x 100 mm. Los números sobre tos picos
corresponden a (os siguientes compuestos: (1) ATP; (2) Ap4A; (3) p4A; (4) ApsA; {5)
P5A; (6) adenostna; (7) inosina; (8) AMP.
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Fig.S Utilizando alícuotas de la mezcla de ensayo en la que se había incubado
ATP + P3 y se habla obtenido el presunto p*A (Fig. 88.a) se pudo compraba»
que (a) el presunto p*A coeluia con un patrón de P*A. (b) en presencia de
fosfatasa alcalina se degradaba a adenosina <e inosma. como resultado de la
adenosina deammasa que contamina la preparación comercial de fostatasá
alcalina) (Fig. 88,b); y (c) al tratar con fosfodtesterasa de veneno de serpiente se
hidrolizaba a AMP (Fig. SB,c).
4. 1.B Especificidad efe sustrato
La especificidad de sustrato de la reacción de síntesis de dtnucteósido
polifosfatos catalizada por la T4 RNA ligasa se estudió como sigue,
4.i.e.1 Nucleótídos capaces de formar ei complejo E-NMP (NMP ~
nucleósido 6-monofosfatoV
Este problema se abordó indirectamente estudiando fa capacidad de
formar distintos P4N incubando enzima en presencia de 3 mM P3 y 0,5 mM de
distintos NTPs. En estas condiciones las velocidades relativas de síntesis del
correspondiente p*N que se obtuvieron fueron ias siguientes ATP (100), dATP
{6). CTP=GTP (<t). Estos resultados están de acuerdo con resultados previos
que indican que el ATP es el substrato preferente para la reacción de ligación
de RNA (Cranston & col. 1974).
4.1,e.2 Nucleósido trifosfatos como aceptares de AMP del complejo E-
AMP
El valor de K^ descrito para el ATP en la reacción de aderulaeión del
enzima es de 12jiM (Cranston & col 1974) mientras que el valor de Km para el
ATP como aceptor de AMP resuító ser de 1,25 mM para fa síntesis de ApuA (ver
4 1 b 3), por ello pareció conveniente abordar la síntesis de Ap«N en presencia
de baja concentración, 0,02 mM, de [a-^Pl ATP {suficiente para formar el
complejo E-AMPt pero baja para sintetizar AP4A) y 4 mU de nucleótido aceptor
En las Figs,9 y 10 se recoge e) resultado de incubar en esas condiciones los
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siguientes nucleótidos: XTP, dGTP, GTP. dCTP. CTP. ADP o ddATP Después
de 15 min de incubación, separar por TLC (os productos formados y cuantiltcaí
los resultados, la velocidad relativa de síntesis de los correspondientes
dtnucleotidos fue: Ap«X (1OO); Ap4dG (74); Ap4G (49K Ap4dC (23*, Ap*C (9) Ap4A
(5) Ap4ddA (i). La velocidad relativa de síntesis de p*A. estudiada en páratelo
en presencia de 0.02 mM ATP y 4 mM P3. fue igual a 200 La identidad de estos
dmucieótidos se evaluó por su insensibilidad a fosfatasa alcalina, por su
posición en ia placa de TLC y. cuando fue posible, por su espectro UV.
4 1 e 3 Nucleósido difosfatos como aceptares de AMP del complejo E-AMF
La capacidad de los núcleos i do difosfatos de actuar como aceptores deí
AMP dei complejo E-AMP se ensayó utilizando mezclas efe ensayo que
contenían 0,2 mM ATP-Mg, 1 mM HDP (ADP, GDR CDP, ÜOP o XDP), 3 mM
MgCi2, 300 U/ml de T4 RNA íigasa y el resto de los componentes indicados en
Métodos 3.2.a.t. Después de incubar a 30**C durante 1, 2 y 4 horas se
analizaron los productos formados por HPLC (Ftg> 11) l a velocidad relativa de
síntesis de los correspondientes dinucleótidos fue: ApsX (100), ApjjU (2S), ApríC
(19), ApsA (18) y Ap3G (11). La identificación de tos Ap3N formados se basó en
el tiempo de retención y en los correspondientes espectros de absorción
(Fig.12)
4.1.e.4 ATPyS como substrato de la T4 RNA lígasa
Debido a sus características moleculares, el ATPyS ha sido muy utilizado
como substrato de ia fuciferasa de luciérnaga para la síntesis específica de
Ap4Ns (Ortiz & col 1993): ef ATPyS es un buen donador de! residuo aúentUco
para la formación del compfejo E-LH2-AMP, sin embargo es un mal aceptor deí
AMP para poder sintetizar A p ^ DebkJo a esto, fa incubación de ATP7S. NTP y
luciferasa, en presencia de LH2 permitió fa síntesis selectiva de Ap4N.
41
mAU:
20:
0-
mAU:
Ql
AOP
T Jl
ADP A
Ap-A
c
mAU:
40 \
2 0 :
0^
c
1 10
f
n^A*
) 10
20
i OOP
30
j^- - - ^
30
mAU
20:
0-
20
UOP
ADP
30
fls
40:
20:
o-
10 20 30
XMP
í
íi
10 20 30
Tiempo (min)
L
Figura 11. Sínte»l» de Ap^Ns catalizada por T4 RNA iigaaa
Las mezclas de ensayo contenían 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 1 mM DTT; 3 mM
; 1 U/ml PPasa desalada; 0,2 mM ATP-MgCI2; f mM NDPs (ADP, &DP, CDP,
UDPt XDP) y 156 U/ml T4 RNA figasa. Se incubaron las mezclas a 309C y ios
productos de reacción se analizaron por HPLC utilizando una columna de Hypersii
OOS (4f6 x 100 mrn). Se muestran ios cromatogramas de alícuotas tomadas a ias 4
horas de incubación.
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Figura 12. Espectro» de absorción de Ap3Ns
Se muestran los espectros de absorción de los diferentes Ap3Ns sintetizados
a partir de ATP, ef correspondiente NDP y T4 RNA ligasa como se índica al pie de ía
Fig, 11. Los espectros se obtuvieron en presencia del tampón de elución de la
columna y se normalizaron a una absorbencia máxima relativa del 100% (fínorm-
100).
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4 1 e 4 i Síntesis de Ap*N en presencia de ATPyS
Para comprobar si ef ATPyS se comportaba con la enzima T4 RNA Ngasa como
con ta luciferasa, se prepararon tres mezcias de ensayo que contenían (a) 2 tiiM
ATP. <b> ATPyS + XTP (2 mM de cada) y (c) ATP + XTP (2 mM de cada) (Fíg. 13)
En el primer caso (considerado como control* se observo la conversión
completa de ATP en ApuA. asi corno una pequeña cantidad de ApVX (F»g. 13a)
En presencia de ATP y XTP, se observó la síntesis de Ap*A, Ap4X y una pequeña
cantidad de A p ^ (Ftg. 13c); estos eran ios resultados esperados ya que una
vez formado el complejo E-AMP, el residuo adenilico se podía transferir tanto ai
ATP formando ApiA, o a XTP con formación de Ap*X. La mezcla de ensayo que
contenia ATPyS y XTP soto sintetizó, contrariamente a lo esperado, una
pequeña cantidad de AD4X {Fig. 13b). Este último resultado reflejó dos hechos
(a) XTP no era capaz de formar un posible complejo E-XMP, ya que en ese caso
sería de esperar que se hubiera sintetizado Xp+X, <b) ATP76 no era un buen
donador del residuo adenlfico para la formación det complejo E-AtvTP a
diferencia de lo que ocurría con la luctferasa
Como ya se vio en e! apartado 4.1.b t la síntesis de dinucleósido
polifosfatos es estimulada por fa presencia de pirofosfalasa que elimina el
pirofosfato generado cuando se forma el complejo E-AMP y no compite de ese
modo con los NTP en la reacción en reverso, En este contexto hay que señalar
que la pirofosfatasa puede hidrofizar el tiopirofosfato inorgánico (generado del
ATPyS) a Pi + íiofosfato (Webb & coi. 1980), evitando de esta forma su reacción
con ei compiejo E-AMP.
t a naturaleza de los productos sintetizados se analizó de varias formas
(a) por su posición cromatográfica: en nuestras condiciones experimentales,
los derivados de xantína se retardan con respecto a los derivados de adenma
de estructura equivalente e igual número de fosfatos; (b) ai tratar con fosfatasa
alcalina la mezcla de ensayo que contenía ATP y XTP, solo quedaron los picos
correspondientes a AP4X, AP4A y a ApaX (Fig. 13d); y <e) por el espectro de
absorción UV del AP4A {o ApaA) en comparación con el de AP4X (o ApsXJ y con el
del XTP (Fig. 13e).
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Enite oíros componenltíG (V<T
Malenatos y mctodasf. (a:, mv?cUy, <hi
reacción contenuin 200 U/m( RNA IIÍJ^'J-Í y
dependiendo de la mezcla: 2 mM ATP (a).
2 mM ATP- ÍS 4 2 mM XTP (b) y 2 IT«M
ATP + 2 mM XTP (c) Despuds de incufj^
tdurante 16 horas, la me^cía (c) se trató
con 1[icj dé fosfafasa sifcaíina dumnte 2 h
a 37* C (panel ú). E( análisis so IIÍÍVQ ^
cabo por HPLC. Los ospeciro& ÜV
correspondientes al Ap4A (4), Ap4X {&} y
XTP (?) $e indican en el panel e. Lo*>
especlros de los supuestos Ap3A {3} y
Ap3X (9) fueron idénticos a los espocitos
de Ap4A (4) y Ap4X (8), respectivamente.
Los números sobre los picos correspon-
den a los siguientes compuestos: O)
AMP; (2) ADP; {3) Ap3A; (4) Ap4A; C5»
XDP; Í6) ATP-yS; (7) XTP; (8) Ap¿X; (9)
Ap3X; (10) Ado + tno
La cantidad relativa de A p o q u e se sintetizo en presencia dt» (Alt* « XII*)
o en presencia de (ATPyS • XTP) fue de 100 y 10. tespectivíimenti; I .*
capacidad potencial del ATPyS para formar el complejo fc -AMP con IÍI 14 HNA
iigasa se analizó también utilizando ADP como sustrato
4 1 e 3 ii Síntesis de Ap^A en presencia de ATPyS
Se prepararon 2 mezclas de reacción que contenían 1mM ATP + 2mM AOP
(Fig. 14a) o 2mM ATP-/5 + 2mM ADP (Píg. 14bí Después de incuba* kxla la
noche las mezclas de ensayo se trataron con fosfatasa alcalina y se analizaron
por HPLC (Fig, 14c,d). En estas condiciones, en presencia de ATP y ADP se
formaron Ap4A y AP3A en cantidades relativas de 100 y 130, respectivamente En
presencia de ATP7S y ADP, no se sintetizó Ap*A según era lo espetado, pero la
cantidad de ApaA sintetizado fue sólo un 25% del formado en presencia de
cantidades equivalentes de ATP y ADP Al igual que ocurría con la síntesis de
Ap4N el ATp-yS no fue tampoco en este caso un buen donador <ie fiti/P para l.i
síntesis de AP3A.
La formación del complejo E-AMP a partir de el ATPYS re&ultá mutho
menos eficaz con fa T4 RNA Itgasa que con la T4 QNA ligasa Con este último
enzima O síntesis de Ap4G era únicamente un 30% menor en presencia
ATPyS que en presencia de ATP (Madrid. 1999}
4.1.f Efectores de la reacción de síntesis de (di}ttucleóskío pofifosfatos
4 1 .f. 1 Cationes divaientes
La síntesis de dinucieótidos requiere la adición de Mg£" a ta mezcla de
ensayo (ver 4.1.b4 y 4.1.C.3); el posible efecto de fa adición de Un2* o Ca2* en
lugar de Mg * se ensayó en la síntesis de Ap4A utilizando ias condiciones
descritas en la Tabla 1. Se observa que en presencia de IWn2+, pero no de Ca^ \
ta síntesis de dinucleótido puede alcanzar hasta un 50% de ta máxima obtenida
en presencia de MgJ*
FTabla 1. Síntesis reiativa de Ap4A en presencia de Mg2*, Mn2* o Ca7*
Cationes 1mM 5 mM
Mg2* 100 100
30,8 49,4
Ca2+ < t ., t
Las mezclas de ensayo contenían 1 mM ATP. 125 U/mi de T4 RHA bga&a,
otros componentes como se describe en Métodos y las concentraciones do
cationes indicadas. Tras 1 h de incubación se tomaron alícuotas que se analizaron
por HPLC.
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Figura 14. Síntesis comparativa <Se Ap3A a partir de AOF» y ATP o ATP7S
Entre otros componentes (ver Materiales y métodos), fas mezclas de reacción
contenían 200 U/mt RNA iigasa y 1 mM ATP + 2 mM ADP en el panel a, o 2 mM
ATPyS • 2 mM ADP en el panel b, Después de incubar durante 16 K alícuotas de
ambas mezclas de reacción se trataron con Ipg de fosfatasa alcalina (c y ú
respectivamente) y se analizaron por HPLC. Los números sobre ios picos
corresponden a los siguientes compuestos: (1) AMP; (2} ADP; (3) Ap3A; (4) Ap4A;(5) ATPyS; {6) Ado + Ino.
4 8
El catión Zn * a) igual que ocurría con ía 14 QNA ls<|;is.i ift/todncf. 1ÍÍHVÍ)
resultó ser un potente inhibidor de ta reacción tiste efecto M Í estudió sotm* la
síntesis de Ap4G. utilizando fa mezcla de ensayo usual p«to qmiii<mdo <;l DT1
por su capacidad de quelar este metal y dismtnuir su posihlt-í VÍHCAQ f'l
resultado obtenido (Fig 15) muestra que el ZnCf? inhibe la síntesis de Ap*c5 con
un valor de IC50 de aproximadamente 10
4.1.12 Cationes monovalentes
N a \ K * y U *
Los tres cationes indicados resultaron ser inhibidores de la síntesis de
Ap«A (F»g 16) con valores de IC50 para el Na*. K' y ü* de apfoximadamente 150
mM en cada caso. Esta inhibición debe estar relacionada con la observación
hecha por Knopf (1977) según la cual concentraciones por encima de 0,25 M
NaCI inhibían la formación deí complejo E-AMP en el caso de la T4 DNA Mgasa
La síntesis de Ap4G mediante ta T4 OMA ligasa es tambfén inhibida por KCl y
NaCI con valores de IC^de aproximadamente 50 mM (Madnrí.
4 1 f 3 Sulfato amónico
Fontes y coi. (1998b) habían observado que el sulfato amónico era un
inhibidor de la síntesis de dtnucieósido pottfosfatos catalizada por la ac¡UCoA
stntetasa, posteriormente Madrid y col (1998) verificaron que esta sai era
también un inhibidor potente de la síntesis de dmucieólidos catalizada por ta T4
DNA ligasa Corno todos fos ensayos de síntesis de ídOnucíeóíidos poüfosfatos
conllevan la adición de pirofosfatasa y la fuente comercial que se utiliza de e&ía
enzima consiste en una suspensión en 3,2 M de íNHábSO¿. hay que proceder,
antes de su uso, a la eliminación de esta sal.
Aí iniciar este trabajo con la T4 RNA figasa nos pareció conveniente hacer
un estudio previo para examinar !a influencia que podría lener el sulfato
í100
o
"O3
s«
o
Figura 15. Inhibición por ZnCI2 do la síntesis de Ap4O catalizada por T4
RNA (igasa
Las mezclas de ensayo contenían 50 mM Tris-HCf pH 7,4; 0,02 mM (0 1
MCi) [a-32P3 ATP; 5 mM MgCI2; 1 mM GTP; 2 U/ml PPasa desalada; 50 ü/mi T4
RNA ligas a y cantidades crecientes (0; 2,5; 5; 10; 20; 50) uM de ZnCI2 El análisis
del Ap4G sintetizado se reaíizó por TLC tornando alícuotas 3 diferentes tiempos.
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Figura 16* Efecto de concentraciones creciente* de KCi, NaC! o LiCl
sobre ¡a afntaaia da Ap4A catalizada por T4 RNA flgaaa
Las mezclas de reacción (0,04 ml> contenían 50 mM Tris-HCI pH 7,4; 1
DTT; S mM MgCfe; 1 mM ATP; 1 U/mi PPasa; 125 U/mt T4 RNA tigasa y
concentraciones variables de KCI, NaCf o UCt. El Ap4A sintetizado se analizó por
HPLC (Métodos 3,2.a.1).
5 I
amónico sobíe la síntesis de AP4A Pata efto se ptep;n;iron tmí/cUis tjk* ensa
con las variables siguientes y cuyo resultado se recoge tm la Fig.1T
En (a) no se añadió PPasa
En (b) se añadió PPasa comerciaf de forma que la canceni ración fimíi
sulfato amónico en el ensayo era de 16 mM
En (c) se añadió una cantidad equivalente de PPa^a cíesaíadí*
En (d) se añadió PPasa igual que en b, y se suplemento con sulf
amónico hasta una concentración finaf en el ensayo de 32 mM
Los resultados obtenidos muestran como la presencia de PPasa acftv^ la
síntesis de ApiA (comparar a y e en Fig 17) y como eí sulfato amónico es un
inhibidor de dicha sintesis(comparar c con b y d ; En presencia de 32 mM
sulfato amónico (d) ia síntesis de dmucleótido es inhibida un 55%
El efecto de concentraciones crecientes de sulfato amónico sobre la
síntesis de Ap4A se analizó utilizando PPasa previamente desalada y
concentraciones crecientes (16-133 mM) de sulfato amónico (Fig 13) A partir
de estos datos se determinó un valor de ICS0 de aproximadamente 30 tnM
4 Tf
El resultado obtenido al ensayar diversos poltfo&fafos como substraías ú<s
la T4 RNA ligasa había mostrado que la preparación comercial del polifosfaío
Pts inhibía potentemente de la síntesis de Ap4A (Fig,8A,d) Con el objeto de
cuanttficar esta inhibición se ensayaron concentraciones crecientes de P15ÍIO-
200 uM) sobre la síntesis de A434A, en presencia de 2 mM MgCI? (Fig.19/ Al
utilizar una mezcla de pofifosfatos, como es el caso de fa preparación de Pi«,
comercial, no es posible calcular la concentración íibre de Mg2* en el ensayo,
por ello, con el fin de comprobar sí et efecto inhibidor observado no pudiera ser
debido a que disminuía la concentración de Mg2" Ubre en el medio, se
prepararon mezclas de ensayo conteniendo 0,1 mM P15 y concentraciones
crecientes de Mg2* (2: 2.5; 3; 3,5 y 4 mM) En estas condiciones 0,1 mM P1ñ
inhibió un 55% la síntesis de AP4A, independientemente de (a concentración de
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Mg ' en el ensayo, lo que parece indicar que. la inhibición observada tfs
al pottfosiato y no a una disminución de Mg'" libre en el
El encuentro reciente de que ta suramma. una molécula
capaz de mteraccíonar con aminoácidos cargados positivamente, mhii)i3
competitivamente a algunas enzimas que usan nucleoides (ATP, A p ^ , Ap^A)
como substratos (Rotltán y col 1998), nos llevó a ensayar su etecto sobre la
síntesis de Ap4G catalizada por la T4 RNA ligasa En nuestras condiciones
ensayo se obtuvo una inhibición deí 50% en presencia dé 50-100 uM
valor que dista mucho del potente efecto inhibidor descrito para este compuesto
sobre las Ap«A y Ap;jA hidrolasas con valores de ff, de 5 x 1G6 y 3 x 10 M
respectivamente (Rotllán y cot. (1998)
4 1 f 6 Ptridoxal 5-fosfato
Varios enzimas que interaccionan con nucíeótidos, que actúan como
substratos, contienen en su centro activo una listna particularmente teadivá
capaz de formar, en ausencia de substrato, una base de Schtff cort e\ pir(dox;i!
fosfato íPLP) Tomkinson y col (1991) describieron que 0,2 mM PLP inhibia en
un 95% ta formación del complejo DNA tigasa-l-AMP si se premcubaba esta
enzima con PLP Al preincubar ta T4 RNA figasa con 0,1 mM PLP durante 10
mm se logró inhibir ta síntesis de Ap4G en un 52% <Rg. 20), Resultados
similares habían sido obtenidos por Madrid (1999) Esta menor inhibición
comparativamente a la obtenida por Tomkinson y col, (1991) podría ser debida
a la inestabilidad del complejo E-PLP, ya que en los ensayos de síntesis de
(di)nucleósido polifosfatos ios tiempos cíe incubación suelen ser más largos
4,1.g Inhibición de te síntesis de dinucleósido poíífosfatos por
ribonucleósido 5', 3'{2')~ bisfosfatos
Como ya se describió al principio del apartada de Resultados !a reacción
catalizada por la T4 RNA ligasa consta de tres etapas [13], [14J y [15] io que ha
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llevado a considerar en la enzima tres áreas activas el área pata ei ATP.
área llamada donadora y un área Mamada ac&ptota (Uhíenbeck & Gumpott
1982 Sugino & coi 1977. Kornberg & Baker 1992) Esla terminología denva d«íl
hecno de que los grupos 5-fosfato y 3-QH terminales del HNA (o molécu la
similares ) se han denominado RNA donador y RNA acepiot, respectivamente
El término donador surgió como consecuencia de ía capacidad poiér*c<aí del
RNA de comportarse como RNA donador. Aunque sr se miia desde airo ángulo,
el 5 -P final del RNA estaría primero actuando como un aceptor de AMP deí
complejo E-AMP, y sólo después de que la formación def complejo E-AppRNA
tuviera lugar, se comportaría este RNA como donador Según esto e¡ término
aceptor se podría aplicar igualmente al 5-P terminal modificado del RNA
(AppRNA) puesto que este extremo puede comportarse también como aceptor
del grupo 3-OH terminal del RNA. Uama (a atención el hecho de que esta
terminología no se haya desarrollado para fas reacciones similares catalizadas
por T4 DNA ligasa Creemos que seria menos confuso denominar a las
reacciones catalizadas por T4 RNA Eigasa del modo siguiente |13J adenUación
del enzima. |14J: adenilación de! RNA, y {15]:unión def RNA
La especifidad de substrato en ta etapa de adewlactón del enzima (13J &R
puede medir directamente (Cranston & col 1974 y ver apartado 4.1 .e 1)
La especificidad de sustrato del denominado 5*-p-RNA donador en la
reacción de adenilación de) RNA |14] fue determinada por Uhlenbeck &
Gumport (1982). de un modo indirecto, estudiando fa reacción global de unión
del RNA. Estos autores observaron que los ribonucleósidos 3\5'-bi$fosfatos
{pCp > pAp > pA2p) eran mejores aceptores del AMP del complejo E-AMP que
los nucleósidos 5"-monofosfatos (pA o pC>-
Según to anterior el mecanismo síntesis de p*A (partiendo de ATP y P$ o
de Ap4N {partiendo de ATP y NTP) se podría interpretar de dos maneras: a)
reversión de la reacción de adenilación del enzima (reacción (13J) es decir ei
complejo E-AMP transfiere el AMP a P2, P3, pyv p3G. p2A, etc. con formación de
ATP. P4A. AP4A. Ap4G« AP3A, etc., respectivamente, sin que aparentemente haya
necesidad del substrato donador o del área donadora de! enzima o, b) que fas
mismas reacciones tuviesen lugar después de que el P3 (o NTP) se hubieran
5*S
ubicado en el área donadora del enzima, y fueran allí ademUdo^ por H
complep E-AMP, sm embargo la especificidad de substrato del ¿jtea ttotunfttt.t
estudiada por Ühtenbeck & Gumport (1982) no apoyan esMa
posibilidad
Según lo anterior, un substrato considerado como donador én la
de legación de RNA. susceptible por tanto de ser adeniiadg, seria de e
que se comportara como inhibidor de la síntesis de (di)nuc(eóssdo
Se probaron por tanto, como inhibidores de la síntesis de AP4A
concentraciones variables (0.01-0,25 mM> de nbonucteóstdos 3 ,5 -foisfosfatos
(pCp. pAp. pA2 p) <RNA donadores o compuestos capaces de aceptar el AMP
del complejo E-AMP) (Fig.21). Como en nuestras condiciones experimentales
(ver Materiales y Métodos), el AD4A y los supuestamente sintetiíados Ap^Cp.
Ap2Ap, Ap2A2'p. migraban en fa misma posición (resultados no mostrados) se
hizo necesario un tratamiento previo de (a mezcla de reacción con fosfatase
alcalina antes de separar por TLC ios productos formados De esa forma $e
logro una buena separación entre el A04A y los Ap?(C)A Los lesuitado^
obtenidos con pAp como ínhibtdof de la síntesis de Ap4A se muestran en la Ftg.
2ta Evidencias experimentales similares se obtuvieron con pC|> y pA2'p
(resultados no mostrados) Con estos experimentos, se calculó la inhibición de
la síntesis de ApíA por ios tres nbonucteósidos 3 ,5 -bisfosfatos íFig. 21b) El
inhibidor más potente de la síntesis de ApnA fue el pCp seguido por pAp y
pA2 p. lo que está en buena correlación con su eficacia como substratos
donadores de T4 RNA ligasa determinada por Ühtenbeck & Gumport (1982)
En otra serie de experimentos se mantuvo constante la concentración
(0,02mM) de pCp. pAp, pA2p y de ATP y se determinaron las velocidades
iniciales de síntesis de Ap2Cp. Ap2Ap y Ap2A2'p que fueron iguales 3 12,5, 3 5 y
0.15 nmol.mtn Vmg*1 de proteína respectivamente, mientras que la velocidad
tnictaí de síntesis de A04A fue de 1,06 (en presencia de pCp y pAp) y de 1,2
nmol.min"t.mg"1 (en presencia de pA2'p) (Fig.22A) En ausencia deí nucteóstdo
bisfosfato, la velocidad de síntesis de AD4A procedente del ATP fue de 1.25
nmol min'.mg ' (Fig. 22A} En la Fig. 22B se muestra el resultado de incubar
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t iempos indicados se tornaron alícuotas que •"»€?• tf;*J<\rc.r< y (•j";"ifi,*;tr:-:rí •.-r.-H .^r. <•-.•- ¡;i,.». ,-i
en e* píe de la Ftg 2 1 , B. Autorradiogra ' ia fi^ ^ plaoa :1o TLC d«-! c-ffiaví) •;•,.»;•
contenía el r ibonucioóstdo 3 .S'-biSfosfato pAp
cantidades iguales (0,02 mM) de ATP y pAp En con¡unio, esto^
están de acuerdo con tos presentados en fa Fig. 21
Por otra parte la adición de poty(A) defostonlado (2. 6 y 20 MÍJ) ;*
de ensayo que contenían 0.02 mM ATP no tuvieron efecto afcjuno sohtf* I.-*
imtesis det AP4A. lo que era previsible, ya qué al carece* de* 5 P en SM «;>ctit
terminal, el poli A no es susceptible de ser adendado
En resumen y como se muestra en este trabajo, la T4 RNA iigasa
la transferencia de AMP desde el complejo E-AMP a diversos compuestos
generando los productos que se indican entre paréntesis ATP (AP4A); NTP
(Ap4N), P3 o P4 {P4A o p^A); ADP (AP3A) Estas reacciones se pueden interpretar
como una reversión del primer paso de la reacción [13],
ATP + E < > E-AMP + PPt
donde diversos compuestos con una cadena de polifosfato pueden
substituir al PP, Este prtmer paso de ta reacción es lavoteado cuando et PP
que se genera es eliminado por la pirofosfatasa y no requiere !# ptesenci?* &•;
RNA donadores o aceptares De acuerdo con las reacciones (13] y {14], smia d«¡;
esperar que los compuestos capaces de aceptar también el AJVIP del complejo
E-AMP (RNA donadores) fuesen inhibidores de (a reacción, ya que tanto ios NTP
como tos RNA competirían por el mismo complejo E-AMP Este fue ef casa
cuando la síntesis de AP4A se ensayó en presencia de pCp pAp y pA2'p Por el
contrario, un RNA aceptor. como seria el poly(A) defosfonlado, que no compite
con los NTPs para el complejo E-AMP {comparar ecuaciones [13] y (15) no seria
y de hecho no fue inhibidor de la síntesis de dinucteósido pohfosfatos
4.2 DfNUCLEOSIDO POUFOSFATOS COMO ACEPTORES DE pCp DEL
Estaba descrito en la literatura <Kaufmann & Kallenbach (1975). KikucN &
col 1978; England & Uhlenbeck (1978); Uhienbeck & Gumport 1982) que el
substrato más pequeño capaz de ser adenilado por ¡a T4 RNA ísgasa en la
reacción I14J era un nucleósido 3.5 *bisfosfaloH y et mínimo acepto* *í»i I.*
reacción de unión de RNA 115| era un tnnucleosidu diíasfato (NpNpN) o m
grupos hidmxilo libres en ambos extremos finales 3 y & fcsto nos llevo ;i
plantear si un dmucteósido polifosfato que tiene en su molécula dos
3 -OH podría comportarse como un análogo de RNA en la reacción
estudiar esta posibilidad utilizamos pCp como RNA donador y distintos
dmucleósido polifosfatos como RNA aceptores
4,2.a. GpéG como un RNA aceptor potencial
Para ensayar la posibilidad de que el intermediario E-AppCp, que he
forma en presencia de ATP y pCp (Uhíenoeck & Gumport (1982), fuera capaí óv
donar el residuo pCp al grupo 3-OH del GP4G se prepararon mezclas de
reacción que contenían ATP (0,5 mM); pCp (0,5 mM) en ausencia (Fíg 23A, a*e)
o presencia de 1 mM Gp4G (Fig 238, f-|). Estas mezclas se analizaron después
de 2,4 8,y 19 h de incubación. En ausencia de Gp¿G se observó la formación d^l
esperado AppCp, que se caracterizó por su posición cromafogáfica y por &u
espectro ultravioleta (Fig. 23A bna. pico 4), y por la desaparición simultánea <itj
pCp {Fig 23. pico 2) y ATP (Fig 23, pico 3} En concordancia con resultados
mostrados más arriba, en estas condiciones experimentales se formó también
una pequeña cantidad de AP4A {Fig 23A, b-«, pico 5) En presencta de GP4G &v
sintetizó AppCp gradualmente (Fig, 23, g-f, pico 4) hasta alcanzar un máKimo
alrededor de las 4 h de incubación, a partir de entonces este compuesto
empezó a disminuir y apareció un nuevo compuesto (Fíg, 23B, b-$, pico 8) que
debía corresponder probablemente a un derivado cttidílico dei Gp¿G Et pico 6
que aparece en todos los cromatogramas que contienen Gp4G í f ¡g 238)
corresponde a GP3G. compuesto que contamina ía preparación de Gp4G
utilizada
Si en la Fig. 23 se comparan los cromatogramas del lado izquierdo ísin
Gp4G) con los del lado derecho (con Gp<G), se observa un mayor pico de AMP
(pico 1) en el segundo caso, como resultado de! consumo de AppCp al citidihíar
el Gp«G y la consiguiente liberación de AMP.
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Figura 23* Síntesis de yn citidit derivado de diguanosína tetrafosfato
catalizado por T4 RNA íigasa
Las mezclas de ensayo (0,04 mi) contenían 165 U/mi de T4 RNA lígasa,
0,5mM ATP, 0,5mM pCp, ausencia {A) o presencia de 1mM Gp4G (&) y otros
componentes como se describe en Métodos. Se incubó a 309C y a fos tiempos
indicados se analizaron alícuotas por HPLC utilizando una coíumna de Hypersii
ODS (2,1 x 100 mm). Los números sobre los picos cromatográíieos corresponden a
los siguientes compuestos: 1, AMP; 2. pCp: 3,ATP; 4, Ap2Cp; 5, Ap4A: 8, Gp3G: 7.
Gp4G; 8. Gp4GpCp.
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4 2b Síntesis y caracterización cto GppppG-3 *p*$ -C*3 *p
Para comprobar si el pico 8 de la Fig 23 corresponda cfecttvítmenU; a un
citidil derivado del Gp4G se procedió det siguiente modo i ti pnmer ¡ugat s<>
obtuvo la cantidad de producto necesaria para procede» á su carácleti^aaon
para ello se preparó una mezcla de ensayo (0.3 mi) similar a la mostrada en IÜ
Fig 23 B. se incubó a 30°C durante 22h. se aphcó a una columna de Mono O y
se eluyó con un gradiente lineat de bicarbonato amónico como se describe en
Material y Métodos (3 2 c 3) En estas condiciones (Fig 24), al eiuir con ei
gradiente 0.5-1 Mde bicarbonato amónico, se separaron dos compuestos d«
los cuales et que eíuía con un tiempo de retención de 12,5 min correspondía a
GpíG y el pico con un tiempo de retención de 15.4 min correspondía al presunto
citidil deñvado de Gp*G. ya que presentaba un espectro de UV idéntico al psco 8
de ta Fig. 238. Este último compuesto se recogió y concentró por iiofiiización
El procedimiento seguido para su caracterización se recoge en ta Fig,25
En la Fig 25a se muestra el cromaíograma correspondiente al pico 3 purificado
cuyo espectro uttravtoleta corresponde at de un compuesto que contiene 2
moles de G y un mol de C (Fig 26) Cuando este compuesto se trato con
fosfalasa alcalina (Métodos 3 2 c 3) cambió su posición cromatogiáftca peto no
hubo variación en su espectro ultravioleta (Fig 25 b pico 9), ¡o que era
compatible con la eliminación def fosfato terrmna! en el presunto compuesto
Gp<GpCp Después de inactivar ta fosfatasa alcalina calentando la mezcla a
100 °C. ésta se trató con fosfodiesterasa de veneno de serpiente El GpiGpCp
(pico 9) puede ser hidrolizado por esta enzima, en las posiciones que se
indican mediante las flechas {Fig. 25), dando lugar a una mezcla de productos
intermedios (pC, pG, Gp4G, pppGpC. pppG) y como productos finales pC y pG
En concordancia con esta posibilidad después de un tratamiento extensivo con
fosfodiestefasa, se encontraron únicamente pC (pico 10) y pG (pico 11).
Otra alícuota del pico 8 purificado se trató en primer iugar con
fosfodiesterasa. Dado que esta enzima requiere un residuo nucleósido 5-
fosfato con ungrupo 3-OH libre, a partir de GpiGpCp se podrían generar
únicamente pG {pico 11) y p^GpCp (pico 12) (Fig,2Std); Iras inactivar (a
fosfodiesterasa y tratar ta mezcla de reacción con fosfatasa aieaMna se
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Figura 24. Purificación de Gp4GpCp
La mezcla de ensayo y su purificación en columna Mono O se describo en
Métodos 3.2.C.3. AI aplicar un gradiente de bicarbonato amónico (0,5 - 1 M)
separan el Gp4G (tR = 12,5) y el Gp4GpCp (IR a 15.4>,
ResuítBóos
Figura 2$, Caracterización del Gp4GpCp. Tratamiento con fosfatase alcalina y
Se prepararon dos mezclas de ensayo que contenían 0,057 A260 unidades de Gp4GpCp en un
voiumen final de 0,21 mi (a); una de tas mezclas se trató con fosfatasa alcalina {FA) (b) y a continuación
con tosfodiesterasa (FDE) (c). ta otra mezcla de ensayo se trató con FDE (d) y después con FA (•). El
análisis de los productos de reacción se hizo por HPLC (ver Métodos 3.2.d.3?i Los números sobre los
picos crornatográficos corresponden a los siguientes compuestos: 8, Gp4GpCp; 9, Gp4GpC; 10, pC; 11.
pG; 12, pppGpCp; 13, Guo; 14, <3pC; 1S, pCpGp4GpCp; 18, CpQp4GpC.
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obtuvieron 2 ptcos que correspondieron, como eta dt* esperar, a
(Guo (pico 13} y GpC (pico 14) (Fig 25, #)
Para identificar los ptcos obtenidos después del naiarruento con
atcattna o/y fosfodiesterasa se utilizó la co-elucion con patrones (Guo, pC, pe>,
Gp4G GpC) y et anátisis de sus espectros al ultravioleta (Fig 26) Los espectros
de los compuestos que contienen sólo una G (picos 11 y 13 (Fig 2i)) , 2G * 1C
(picos 8 y 9 (Fig 25)); 1G * 1C (picos 12 y 14 (Fig 2$)) o soto C íptco 10 (Fig 2S)),
se distinguen fácilmente, lo que ha sido de gran ayuda a Ea hora de elucidar ias
estructuras predichas
La estructura del Gp4GpCp (pico 8. (Fig 2B) lúe también confirmadla al
tratar una alícuota con 0,3M KOH durante 18 h a 37*0. Después de neutralizar la
mezcla de reacción con ácido perctórico se analizó su contenido por
cromatografía (HPLC)(Métodos 3.2.C.3) y se identificaron 2 picos principales
que correspondían a Cp y Gp4Gp y un tercer pico de Gp4G, lo que estaba de
acuerdo con la rotura preferente de ios enlaces 3,5'fosfodiester por este
procedimiento. Cuando se trató la mezcla, posteriormente, cor* fosfataba
alcalina se obtuvieron dos picos mayoritanos de Gp¿G y csiidma, y una pequeña
cantidad de guanosma (Fig 27)
4.2.C Síntesis dep-3'-C-5f-p»3'«Gp#>ppG-3'-p-5'-C-3-p (pCpGpÁGpCp)
A{ analizar por cromatografía de HPtC ias mezclas de ensayo procedentes
de incubar T4 RNA ligasa en presencia de ATP, pCp, Gp4G se observaba,
dependiendo de las condiciones, un pequeño pico (pico 15, Fig- 25} que
migraba a la derecha def Gp*GpCp (pico 8). £1 vaíor del cociente entre las áreas
del pico 8 /pico 15 era alrededor de 10, dependiendo de las condiciones
experimentales. La pequeña cantidad de compuesto 15, hizo difícil e! poder
obtenerlo en cantidad suficiente para poder realizar una caracterización similar
a la descrita para el Gp4GpCp en ei apartado 4.2.b: sin embargo supusimos
que el pico 15 correspondía a una molécula de Gp4G a la que en ambos
extremos 3'-QH se había ligado un grupo pCp ciando lugar a pCpG4GCp. A esta
conclusión se llegó por ías siguientes razones: I) en presencia de fosfaíasa
100-
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Figura 26. Espectros ultravioleta del Gp4GpCp y de sus productos de
degradación después del tratamiento con fosfatasa alcalina y fosfodiesterasa
Los espectros UV de ios picos cromatográficos indicados, corresponden a
compuestos que contienen: {a) soío G {picos 11 y 13); ib) 26 + 1C (picos 8 y 9):; (c)
1G + 1C {picos 12 y 14); (d) solo C {pico 10}. La naturaleza de los picos
cromatográficos es la que se indica en la Fig 25,
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Figura 27. Caracterización efe) <Sp4GpCp. Tratamiento eon 0,3 N ICOH y
fosfatasa alcalina
Una solución que contenía 0,0IB A ^ unidades de Gp4GpCp (A); se trató
con 0.3 N KOH durante 18 horas a 37*0 (S) y posteriormente con fosfatasa aícalina.
(C) El análisis de los productos de reacción se hizo por HPLC (Ver métodos 3.2.C.3).
7 i
alcalina este compuesto se transformaba en olio con un iicmpo <1(* toM.'tu IUK
menor pero con el mismo espectro (Fig. 25,b, pico 16) u) k>% «*sp<fr,im:.,
ultravioleta de ambos picos (15 y 16) eran compatibles con la piesona.» mn l<*
molécula de 2 residuos de G y 2 de C (Fig 26,c)
4.2.d Características efe ta reacción de síntesis «fe Op4GpCp
4 2 d lJn£ujen£^^
De forma similar a lo que ocurre en la síntesis de (4i)t\ud<ioUtk)b
utilizando T4 RNA ligasa Ea síntesis de Gp4GpCp es activada (2,6 veces) en
presencia de pirofosfatasa e inhibida un 60% por 16 rnM sulfato amónico
4 2 d 2 ünealidad con el tiempo
ta síntesis de Gp4GpCp a to largo del tiempo se ensayó en presencia de
0.5 mM ATP-Mg, 0,5 mM pCp, 1 mM Gp*Gy 165 U/mí de T4 RNA ligasa Se
tomaron alícuotas a las 2.4,8 y t9 h de incubación a 30°C que se analizaron por
HPLC (Fíg 28)
4 ^..3_UQ$a!lslM.£Q!LULfi9.nli4ad. de enzima
La síntesis de Gp«GpCp se ensayó en presencia de concenlracioneí»
crecientes de T4 RNA ligasa e incubando durante 15h, con et resultado que se
recoge en la Fig. 29
4.2d.4 Síntesis de Ap?Cp. Linealidad con el tiempo
En los ensayos mostrados hasta ahora la síntesis de Gp^GpCp se habla
llevado a cabo incubando simultáneamente ATP, pCp y Gp4G Este
procedimiento no era el más adecuado si se quería determinar la afinidad deí
enzima para e! Gp4G o el Ap2Cp, ya que la concentración de este último
compuesto variaba con el tiempo de incubación, aumentando a medida que se
sintetizaba a partir de ATP y pCp, para después disminuir a medida que se
consumía para formar ef Gp4GpCp. Por consiguiente pareció más adecuado
dado que et Ap2Cp no es un compuesto comercial, utilizar Ap2Cp preformado en
el mismo experimento.
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Figura 28. Síntesis de Gp4GpCp. üneaHdad con el tiempo
Las mezclas de ensayo {0,1 mí) contenían 0,5 mM ATP-Mg; 0,5 mM pCp, 5
mM MgC!2. 1 mM Gp4G, 165 U/ml de T4 RNA Hgasa y e! resto de los componentes
como se describe en Métodos. Se incubó a 30*C y a los tiempos indicados se
analizaron alícuotas por HPLC.
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Figura 29. Síntesis de Gp4GpCp. Linealidad con fa cantidad de enzima
Las mezclas de ensayo (0,02 mf) contenían: 50 mM Tris-HCI, 1 mM DTT, 0.5
mM ATP-Mg, 0.5 mM pCp, 5 mM MgCf2, 0,5 mM Gp4G, 1 U/ml PPasa desanda y
cantidades crecientes de T4 RNA (igasa. Se incubaron fas mezclas a 30?C durante
15 horas, y se analizaron por HPLC.
74
Para determinar el tiempo necesario para lograr que todo el ATI* y **í pC\)
presentes en la mezcla de reacción se transformaran en Ap?Cp. se» mcufottort
0.5 mM ATP-Mg. 0.5 mM pCp. (los restantes componentes, omitiendo Op4G,
como se indica en Métodos 3 2 c 2) en presencia de 200 Urtní de 14 HNA
hgasa A los 5, 10. 20, 40 ,80 y 120 min de incubación a 37QC se tomaron patíe^
alícuotas que se analtzaron por HPLC En estas condiciones, después de 2h de
incubación todo et ATP y el pCp se habían transformado en Ap?Cp (Fíg 30), la
velocidad de síntesis de Ap2Cp, fue solamente un 15% inferior a la actividad
ligasa
4 2 d.5 Determinación de la Km aparente oara el Gp¿G
El estudio de Ja velocidad de síntesis de Gp4GpCp en función de
concentración de Gp4G se llevó a cabo como sigue. Se prepararon mezclas de
reacción que contenían 1 mM ATP-Mg, 1 mM pCp, y 5 mM rMgGI? y se incubaron
durante 3h a 30°C en presencia de 200 U/ mí de enzima para preformat ei
sustrato Ap?Cp. Seguidamente las distintas mezclas se supfernentaron con
cantidades variables de GP4G (0, 0,25; 0.75 2 y 4 mM). Los producios formados
se analizaron después de 3 y 6 horas adicionales de incubación (Fíg 31) Sos
datos obtenidos después de 3 h de incubación fueron los ultimados para
calcular del vator de la K^ En ese tiempo ía cantidad máxima de GP4G
consumido fue menor del 8%, y la de Ap2Cp fue de un 17% en presencia de 4
mM GP4G. El valor de K™ aparente determinado para el GP4G, en estas
condiciones, fue de 4 mM. Ei pico 6 en la Fíg 31 corresponde at GpjG que
contamina al Gp4G utilizado, por eso su tamaño aumenta a medida que
aumenta la concentración de GP4G en el ensayo.
4.2.d.6. Determinación de la Km aparente para Ap?Cp
Para llevar a cabo este ensayo se prepararon mezclas de reacción que
contenían concentraciones variables (0,25; 0,5: 1 y 2 mM) de ATP-Mg y pCp, 5
mM MgCI2 y 200 U/mi de enzima. Se preincubaron durante 3 h para formar en
cada caso la cantidad correspondiente de ApjCp. (Fig 32A). Transcurrido este
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Figura 30. Síntesis de Ap2Cp. Linealidad en el tiempo,
A. Una mezcla de ensayo contenía 50 mM Tris-HCí pH 7,4; 1 mM DTT: 0,5
mM ATP-MgCt2; 0,5 mM pCp; 1 Ufml PPasa desalada; 5 mM MgCí2; 0,0t mg/mi
BSA y 200 U/ml T4 RNA ligasa. Se incubó la mezcfa a 379C y se tomaron alícuotas
a los 5.10,20, 40,80 y 120 min de incubación que fueron analizadas por HPLG. B.
Cuantificación de tos resultados obtenidos en A.
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Figura 31. Influencia de (a concentración de Gp4O en la síntesis de
Gp4GpCp
Las mezclas de ensayo (0,04 mt) contertían 1mM ATP-Mg; 1niM pCp; 5mM
MgCi2: 200 U/ml T4 RNA Itgasa, el resto de ios componentes indicados en Métodos
y se incubaron durante 3 h a 30BC. Seguidamente se añadieron concentraciones
crecientes de Gp4G y se continuó ia incubación a 309C. Transcurridas 3 h se
tomaron alícuotas que se analizaron por HPLC. Los números sobre (os picos
cromatográficos corresponden a los siguientes compuestos: 1, AMP; 4, Ap2Cp: 5.
Ap4A; 6. Gp3G; 7, Gp4G; 8, Gp4GpCp.
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Figura 32. Influencia de ia concentración cíe Ap2Cp en ia síntesis de
Gp4GpCp
Las mezclas de ensayo contenían: 5 mM MgCí2; 0,01 mg/ml BSA; 210 U/mi
T4 RNA ligasa, concentraciones crecientes de ATP-MgCf2 y pCp (0; 0,25; 0,5; 1; 2)
mM y el resto de los componentes indicados en Métodos; se incubaron a 309C
durante 3 horas (A). Las mezcfas a continuación se suplementaron con 2 miW Gp4G
y se prosiguió la incubación a 309C, En (8) se representan ios cromatogramas
correspondientes a alícuotas tomadas 1,5 horas después de la adición del Gp4G
Los números sobre los picos cromatograficos corresponden a ios siguientes
compuestos: 1, AMP; 2. pCp; 4, Ap2Cp; 5, Ap4A; 6, Gp3G; 7. Gp4G; 8, Gp4GpCp.
7 8
tiempo se añadió a cada mezcla, Gp*G a una concenttación final tl<* 'J
(Fig 328) El Gp4GpCp formado se anattzó después de 1,& y 3 h dé incubación
adicional La reacción fue lineal con ef tiempo A partir de tos datos obtenidos
tras 1.5 h de incubación se calculó una Km aparente pata el Ap;)Cp da
aproximadamente 0.4 mM, el consumo de Ap2Cp fue en todos los casos menor
del 10%
4.2.e Especificidad efe ios dinucteósido poüfosfatos como aceptares de
pCp
l a especificidad de los distintos dinucleósido poiifostaios como aceptares.
de pCp se ensayó comparando en un caso dinucieósidos polifosíaíos con
distinta longitud de cadena y en otro dtnucleóstdo poíifosfatos con distintos
tipos de base.
4 2 e 1 Folifpsfatos de díguanostna con distinta longitud de cadena
Estos ensayos se llevaron a cabo incubando 0,5 mM ATP-Mg, 0,5 mM pCp.,
en ausencia (Fig 33a) o presencia de 1 mM de los siguientes
Gp2G (Fig 33b). Gp3G (Fig 33c). Gp*G (Fig 33d) o Gpf,G (Fig 33e) I as
de ensayo se incubaron durante 15 h y se analizaron por HPLC En ausencia d«
dmucieótido se obtuvo síntesis total de ApjCp {Fig 33a, pico 4) En presencia
de GP2G (pico 17) o GP3G (pico 6) no hubo consumo de Ap2Cp (pico 4), no
aumentó el AMP (pico 1) ni aparecieron tos correspondientes derivados
Gp2GpCp o Gp3GpCp, mientras que en presencia de Gp4G (pico 7) o GpgG (pico
18) se obtuvo síntesis de Gp*GpCp (pico 8) y de Gp&GpCp (19). En presencia
de Gp4G y Gp5G se obtuvo también una pequeña síntesis de los
correspondientes derivados ois-fosfo cttfdtlilados. picos 15 y 20
respectivamente. A partir de estos resultados se puede concluir que de los
polifosfatos de diguanostna ensayados, únicamente el Gp4G y ei Gp^G
reaccionan con pCp, en presencia de T4 RHA figasa y ATP, cor» una eficiencia
similar
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Figura 33. Especificidad de los tí^guanosina pofiíosíatos como
substratos aceptores de pCp
Las mezclas de ©nsayo (0,04 mí) contenían 0,5 mM ATP-Mg; 0,5 mU pCp;
5mM MgCI2; 167 ü/ml T4 RNA tigasa y otros componentes como se describe en
Métodos. Se incubaron las mezclas en ausencia (a), o presencia (1mM) de 6p3G,
Gp3G, Gp4G, o GpsG. Tras 15 ñoras de incubación se tomaron alícuotas que se
anafizaron por HPtC {ver Materiales y métodos). Los números sobre los picos
cromatográf icos corresponden a los siguientes compuestos: 1, AMP; 4, Ap2Cp; 6,
Gp3G; 7, Gp4G; 8. Gp4GpGp; 15, pCpGp4GpCp; 17, Gp2G; 18, Gp5Q; 19.
Gp5GpCp; 20. pCpGp5GpCp.
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con bisunto tipo de base
Experimentos previos habían mostrado que et Ap*A y e! Ap?A
aceptores del pCp pero con una eficiencia con respecto <tf GP4G de sólo et 30 y
14%. respectivamente Dado que el Gp^G era mucho mejor aceptot de pCp qu*í
el AP4A pareció oportuno estudtar comparativamente los dtnucteótidos Gp^O
Ap4G. Ap*A y Xp*X como aceptores de pCp Se prepararon mezclas de macaón
que contenían 0.5 mM ATP-Mg, 0.5 mM pCp , 5 mM MgC!? y 220 U/mí úe erutima
y se incubaron durante 2h para preformar el Ap2Cp. seguidamente se añadieron
a una concentración fmat de 1 mM los dtnucleótidos arriba indicados Et
análisis se hizo por HPLC tomando alícuotas de las mezclas de ensayo
después de 3. 6 y 19 h de incubación adicional En la f ig 34 se muestran los
productos formados después de 6 h de incubación En presencia de Gp«G se
formó el correspondiente Gp*GpCp {Fig.34 b, ptco B) £n presencia de AP4A se
detectó un pequeño pico correspondiente a Ap^ApCp (Fig $4á, pico 23)
mientras que en presencia de Ap4G se observó la formación de dos picos con
idéntico espectro {Fig 34c, picos 22 y 22) Estos últimos picos, si bien no
totalmente caracterizados deben corresponder a Ap4GpCp (GpaAoGpí y
Gp4ApCp (Ap4GpCp). respectivamente O haber eiegfdo ei dmucleótido Xp^X
como posible aceptor de pCp se debió a que el XTP se habia comportado como
el mejor nucleósido trifosfato (de entre los ensayados) capaz de aceptar el AMP
del complejo E-AMP para sintetizar Ap4N en presencia de T4 RNA ligasa Sin
embargo el XP4X no fue aceptor de pCp. ya que no se detectaron picos
adicionales a los mostrados en la Fig. 34 • , ni tampoco aumento de AMP
4.2.Í Breve resumen de otros resultados en ios que se intentó ligar
Gp4G a otros compuestos
Resultados de England y col. {1977) habían mostrado que fa T4 RNA
hgasa catalizaba la reacción siguiente:
Ado-5-pP-X + (Ap)
 3C-^(Ap) 3CpX + Ado-5'P [16]
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Figura 34, Especificidad de tos dinucleósicío teirafosfatos como
substratos aceptores de pCp
Las mezclas de ensayo (0,03 mi) contenían 0,5mM ATP-Mg; 0,5mM pCp;
5mM MgCI2; 220 U/ml T4 RNA ligasa y otros componentes como se describe en
Métodos.tas mezclas se incubaron en ausencia (a), o presencia {1mM) de Gp4G.
Ap4Gt Ap4A, o Xp4X. Después de 6 horas de incubación se tomaron alícuotas que
se analizaron por HPLC {ver Maíeriaíes y métodos). Los números sobre los picos
cromatográficos corresponden a los siguientes compuestos: 1, AMP; 4, Ap2Cp; 5,
Ap4A; 7, Gp4G; 8. Gp4GpCp; 21, Ap4G; 22 y 22\ Ap4GpCp íGp4ApCp) y Gp4ApCp
{Ap4GpCp), respectivamenfe; 23. Ap4ApCp; 24, Xp4X.
(Siendo X un nucleóstdo (derivado de A. G. C. U 4T\. nbosa. mcotmamidíi
(Nir) o Nir reducida, etc) según la cual el residuo P X era transferido ai ac
{Ap)3C Probamos st el Gp4G podría substituir al íAphC en la reacción (16} y
tugar a la síntesis de los correspondientes Gp¿GpX Para elfo se ¡ncubo
en presencia de ApíA {X=A), Ap2Rib (X^Rib) y Ap^Nir (NAO'} (X= Nir), en
del Ap2Cp utilizado hasta ahora El ensayo se hizo en presencia de 0,5 mM 4e
Ap2X. 1 mM Gp4G y 5 mM MgCf2 y las mezclas se incubaron a 30°C duranie VJ h
En ningún caso se observó síntesis del posible Gp^GpX derivado
También se intentó preformar Ap2Gp y Ap^Ap y ligar estos compuestos a
Gp4G y Ap4A ta síntesis de estos dinucfeósido ptrofosfatos resultó ser 3 veces
menos eficiente que ta de Ap2Cp. y una vez preformadós cedían con dificultad el
residuo pxp al Gp4G o al Ap*A (resultados no mostrados)
Otscusuin
5. DISCUSIÓN
En 1990 Guranowski y col describieron la síntesis de
pohfosfatos catalizada por luciferasa de luciérnaga y postularon que aquellas
ligasas capaces de transferir un grupo adenilo, desde un intermediario enzima
X-AMP (X-residuo ácido) serían capaces, en principio, de sintettzat dmucleosido
pohfosfatos Estas ligasas catalizan generalmente, en una primera etapa, la
formación de un complejo intermediario E-X-AMP con liberación de PP< En una
segunda etapa, ef residuo ácido (X) del complejo reacciona con un alconol (Y)
dando lugar a X-Y En presencia de pirofosfatasa y en ausencia de Y, e! AMP det
complejo puede ser transferido a un nucleósido trifosfato (NTP) dando lugar a
Ap4N Posteriormente Guranowski y coi. (1994) y Fontes y coi (1998b,1999)
observaron que otras Hgasas, la acetil CoA sintetasa (EC 6 2 11) y la acil CoA
sintetasa (EC6 2.1.3) eran también capaces de sintetizar (díjnucleósido
pohfosfatos, aunque menos eficazmente que la tuciferasa
Otras ligasas descritas capaces de formar el complejo enzima-AMP lo
constituían las DNA y RNA ligasas. Estas ligasas son distintas a las ammoaed
tRNA smtetasas. a la luciferasa. y a las acetil y acil sintetasas ya mencionadas,
ya que que forman el complejo E-AMP sin necesidad del residuo acídico % ÍE-X-
AMP) El estudio de la posibilidad de que la DNA hgasa pudiera catalizar la
síntesis de (di)nucteósido polifosfatos fo inició Otga Madrid en nuestro
laboratorio (Madrid y col 1998; Madrid, 1999) y casi en paralelo se empezaron a
estudiar las características de fa reacción de síntesis de (di)nudeásido
polifosfatos catalizada por la T4 RNA ligasa Los resultados más relevantes
obtenidos con esta enzima, recogidos en esta tesis y en Atencia y col (1999,
2000) se resumen a continuación
Se pudo demostrar, que en ausencia de RNA, el complejo E-AMP formado
en presencia de T4 RNA ligasa y ATP (Fig. 2) disminuía a medida que
aumentaba fa concentración de P3 en el medio de ensayo, lo que se puede
interpretar como la acción en reverso de la reacción [13]: ATP + E <-> E-AMP +
PP,. en donde el P3 ocupa el lugar del PP¡ en la reacción en reverso y libera E y
P4A También se estudió la transferencia del AMP del complejo E-AMP a otros
compuestos En las Fig. 3 y 4 se muestra la síntesis de AP4A, fa activación
ejerctda por la adición de pirofosfata&a al medio de ensayo, y la
del dmucleótido formado
Las condiciones óptimas encontradas para ía reacción de
(di)nucteótidos fueron las siguientes: presencia de pirofosfaiasa, 5 mM úa M9 '
libre, pH óptimo alrededor de 7,4 y concentraciones del nucleótido o
tripohfosfato aceptor del orden mM.
l a capacidad relativa de distintos nucleóttdos de formar el complejo L-
NMP se analizó indirectamente estudiando su capacidad de sintetizar p¿N en
presencia de P3 y resultó ser: ATP (100), dATP (6). CTP=GTP (>1)
La capacidad de distintos nucleótidos de ser acepfores det AWP del
complejo E-AMP se estudió utilizando condiciones en fas que la concentración
de ATP en el medio era baja, para minimizar así la síntesis de Ap*A y las
concentraciones de P3 o NTPs elevadas (4 mM) Et resultado obtenido fue el
siguiente: p4N (200); Ap+X (100); Ap4dG (74,; Ap4G {49) Ap4dC (23); Ap4C (9);
Ap3A(5); Ap4ddA (1). La identidad de estos dinucleótidos se establead por su
insensibilidad a la fosfatasa alcalina, por su posición cromatografía y por su
espectro de absorción (Fig. 12),
El ATPyS ha sido ampliamente utilizado en nuestro laboratorio para la
síntesis específica de Ap*Ns catalizada por la luciferasa por ser un buen
donador del grupo adenilo para formar el complejo E-AMP pero ser un mal
aceptor del mismo Al utilizar este compuesto para fa síntesis específica de
Ap4(3)N con T4 RNA íigasa se encontró que el rendimiento obtenido era solo de
un 10-25% del que se lograba utilizando ATP {Rg 13,14)
La síntesis de {di)nucleótidos tiene lugar en ausencia de donadores {p-5 '-
RNA) o aceptores (HO-3'-RNA) de RNA. Según la reacción [14} seria de esperar
que compuestos def tipo p-5'-RNA fueran inhibidores de la reacción de síntesis
de dinucleótidos ya que tanto los NTPs como los p-5-RNA compiten por el
mismo complejo E^AMP. Asi, tos ribonucleótidos 5\3\<2') -bisfosfatos. pCp
pAp y pA2 p, compuestos capaces de reaccionar con e! complejo E-AMP para
formar los correspondientes derivados AppC(A)p resultaran potentes
H5
inhibidores de la síntesis de Ap*A (Rgs. 21 y 22) El grado de
encontrada fue similar a su conocida capacidad de actuar como etanmtatea en
la reacción de ligación de RNA como consecuencia de la mayor taciicdUid!
formar el correspondiente AppC(A)p Por el contrario, un compuesto a
como por ejemplo el poli {A) desfosfonlado. que no compile con Eos NTPs por «i
complejo E-AMP, no fue inhibidor de fa síntesis de dmucteósido polifosíatos
Resultados previos habían mostrado que dínucleós«do polifostatos del
tipo (NpnN) se comportaban como aceptores en (as reacciones catalizadas por
las siguientes poltmerasas RNA polimerasa (Konarska & col 1984), UNA
pohmerasa (Zamecmk & cot. 1982). (2.5) oiígo(A} poíimerasa (MJnks & coi
1980) y poli (AOP-ribosa) potimerasa (Yoshihara & Tanaka (1981), Sillero &
Cameselle, 1992 y Kissetev & coi 1998) Con estos antecedentes y analizando
la reacción [15]
E-AppRNA + HQ-3-RNA <-—> RNA-p-RNA + AMP + E [15]
Parecía probable que ios drnudeólidos polifosfatos, motécuías que
contienen en su estructura dos grupos 3 -OH Itbres pudieran teaccionar con E
AppRNA para dar lugar a NpnNpC(A)p o pCíA)NpnNpC(A)p Resultados previos
habían mostrado que los substratos de menor tamaño capaces de ser
adenilados por el complejo E-AMP, en la reacción catalizada por la T4 RNA
ligasa, eran ios nbonucleósidos 3(2>5 - bisfosfatos (pCp, pAp, pA2 p)
(Cranston & coi 1974), mientras que el substrato de menor tamaño capaz de
actuar como aceptaren la reacción de ligación [16¡ era un trinuciéotido difosfato
(NpNpN) {Uhlenbeck & Gumport, 1982) y se consideró improbable que
estructuras de tipo cap (derivados metifados del Gp3G) pudieran ser substratos
de ta T4 RNA ligasa (England y Uhlenbecfc, 1978)
En este trabajo se muestra, por vez primera, que ciertos dínucieósido
polifosfatos son capaces de actuar también como RNA aceptores utilizando
pCp como RNA donador dando lugar a Gp4GpCp (Fig. 23) y en menor
proporción pCpGp4GpCp (Rg, 25) ta caracterización de estos compuestos se
llevó a cabo sintetizando y aislando el correspondiente derivado (Fig. 24) y
analizando tos productos generados después de tratat con fostelasa alcalina
y/o fosfodtesterasa y analizando su comportamiento cromatografía! (fig. 251
su coelución con patrones y sus espectros de absorción Estos últimos han
sido fundamentales ya que permiten distinguir fácilmente Eos compuestos que
contienen en su molécula sólo G. 1G+1C. 1G • 2C y sólo C (Fíg. 26)
Para establecer las condiciones óptimas para la síntesis de Gp^GpCp se
ha estudiado fa dependencia de ia reacción de la concentración de tos
substratos: Gp4G y Ap2Cp Para estudiar el efecto de la concentración de Gp*G
se utilizaron distintas mezclas en tas que se había preformado Ap2Cp, y a tas
que se agregaron concentraciones crecientes de Gp4G (Ftg. 31} Én estas
condiciones se obtuvo un valor de Km aparente para el Gp4G de 4 mM Para
analizar la dependencia de Ap2Cp. se prepararon distintas mezclas en las que
se preformaron cantidades variables de este substrato y posteriormente se
incubaron en presencia de una concentración fija de Gp4G (Ftg, 32) El valor K,,,
aparente determinado para et Ap2Cp fue de aproximadamente 0,4 mU E&ty?,
valores son muy sirmíares a los obtenidos por Hinton y col. (1976) cuando
utilizaron el pdTp y el dA(pdA)4 como substrato donador y accptot
respectivamente
Ai estudiar la especificidad de distintos dinucíeóstdo polifosfatos corno
aceptores de pCp se encontró que ia T4 RNA ligasa es capaz de discriminar
entre compuestos que contienen eí mismo número de fosfatos internos pero
distinta base como es et caso de Gp4G. Ap*G, Ap4A y XP4X <Fig. 34) y entre
tiomodinucieótidos que contienen una cadena tnterna de fosfatos de distinta
fongitud tales como Gp2G» Gp3G, Gp4G y Gp5G <Fig. 33) Según estos resultados
se puede concluir que fa T4 RNA figasa prefiere los dinucleótidos de guanina a
ios de adenina o xantina, y que requiere que ia cadena interna de fosfatos tenga
un mínimo de 4 fosfato. Esta especificidad de substrato es más estricta que la
mostrada por fas dos enzimas que hídrohzan específicamente dinucleósído
polifosfatos: ta dinucleósido trtfosfatasa (Sitiero & col. 1977; Guranowski &
Sillero. 1992) y ta dinucleósido teírafosfatasa ílobatón & col 1975; Guranowski
& Sillero. 1992). enzimas que reconocen específicamente dtnucieósidos, 1M t>
tetrafosfatos. respectivamente, independientemente del tipo de ba$<» (,i
excepción de ta xantina en el caso de la tnfosfatasal
La base molecular que hace que ia T4 RNA figasa sea capaz de distinguir
Gp«G de GpjG y GP4A no se conoce, asi como tampoco ta función de la en¿ima
No se puede descartar que los dinucleósido polifosfatos pudieran jugar un
papel en et ciclo celular del fago T4 a través de la T4 RNA dgasa Se sabe qu*4
mutaciones en el gen 63 deí fago T4 que codifica la T4 RNA Mgasa dan lugar a
un falto en fa unión no covaiente de fas fibras de la cola dei fago originando
partículas de T4 sin fibras (Rurtnels & col 1982) Durante el proceso de
morfogénesis del fago, la T4 RNA ligasa podría reconocer ciertas estructuras
de las proteínas del fago parecidas a fas estructuras
6. CONCLUSIONES
1. La T4 RNA lígasa (EC 65 13) caialtza la síntesis de (di)rtucieó$fdQ
polifosfatos según el siguiente mecanismo de reacción en la primera etapa $«*
forma et complejo E-AMP, y en una segunda etapa et AMP det complejo es
cedido a un NTP o P3 para dar lugar a Ap4N o p4A
2. La especiftdidad de nucfeótido para formar el complejo E-NMP resultó
ser de 100 (ATP); 6 (dATP) y CTP-GTP <>1).
3. La síntesis de (di)nucleótidos catalizada por la T4 RNA ligasa es
estimulada por pirofosfatasa, depende de catión divaiente (Mg2+ y Mn2*), el valor
de pH óptimo de ta reacción es 7,4 y (a Km aparente para el nucteóíido aceptot
es del orden mM. Utilizando estas condiciones y una concentración de
nucleótido aceptor de 4 mM la síntesis relativa de (di)nucleóttdos pottfosfatos
fue la siguiente p4N (200); Ap4X (100); Ap4dG (74); Ap4G (49); Ap4dC (23), Ap^C
(9).
4, Esta reacción de síntesis es inhibida por (NH4)?SO« <1CW-3Q mM), por
Na* y K* ((0^=150 mM); por Zn2' ( IC^ IO \M). por el poltfosfaío P,b <ICW=1OO
MM) y por ribonucleósidos 3*(2')-5- bisfosfatos ípCp, pAp, pA2'p). Estos úittmos
compuestos compiten con los NTPs por el AMP del complejo E-AMP y dan lugar
aAp2C(A)p.
5. La T4 RNA ligasa puede utilizar dinucteósido politosfatos como
aceptores del pCp. El Ap2Cp que se forma en presencia de ATP y pCp reacciona
con los grupos 3-OH libres del Gp4G generando Gp4GpCp y en menor
proporción pCpGp4GpCp. Para ía síntesis de Gp4GpCp se determinaron unos
valores de K^ aparentes para ios substratos Gp4G y Ap2Cp de 4 y 0A mM
respectivamente.
Cótictusiióños
6. La T4 RNA ttgasa es capaz de discriminar entre dmucfeóiidos
contienen el mismo número de fosfatos internos pero difieren en la U<*str y
homodmucteótidos con distinto número de tosíalos El en^ma pteiícjuí
dinucieótidos de guantna a adenina o xantina y requiere un mínimo de 4
fosfatos en ta cadena interna
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T4 DNA ligase synthesizes dinucleoside polyphosphates
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14 DXA litía%c (KC 65.1.1), orto oí th« mosi widel>
«s*.'d rn/>nu-> in gt-nctit cntúnccríng. traniícrs AMP frorn the E-
AMl' compli\ (o tripohphosphaU:. ADP, ATP, GTP or dATP
producin<> p tA. AptA. AptA. Ap,C and \ | i , d \ . rcsneclhcl\.
Nickcd DNA compeles wr) cffcclheh with GTP for Ihv
synlhesis oí ApjG and. contcnel). tripohphmptuitv (or Gi l ' )
inhibid the li<>al¡<)n of OSA h\ tht: IÍJÍUM.1. As 14 DNA IÍIJJM.' has
simiUr rcquircmcTits Tur ATP as llu- iiuiiiiii.il¡.iii DNA IIIMMH-O.
ihf laltcr cn/\mc(s) cimltl alio jynthewe dinuclvosidc polyphot-
[ituii's. 1 he presen! rtpurt rn.i'. In reluled to tln- rtcent fimiin^
Ihat human (-'hit (Trafile hislidinc Iriad) prolein, «ncodvd by thf
IIII f putalóc tumor supprcssor gene, ¡s a 1)pical dinucleosidv
S'-S'-P'.P^-rnpliosphaK' (Ap,A) h.idrolase (ÉC 3.6.1.29).
L 1998 Fcdcratíon of Europcan Biochemical Socielies.
Key wonts: Ap.iA: ApiA: piA: FHITgene: T4 DNA ligase:
Dinucleoside polyphosph;ite
1. Inlroduction
Dinucleoside polyphosphates (NpuN) are compounds of in-
creasing interesi in melabolic reeulalion and in cell signallin£
[1-3]. Ap4A is present at (sub)micromolar concentrations in
all the prokaryotic and eukaryotic tissues examined [4]. Ap^A
and other Np,,N may particípate in the regulation of purine
nucleolides [5,6], in celkihir response to stress [2], in the con-
trol of cdi prolifcraUon [7]. in ihc inlcrreron aclinn fR], as
Iransilion state analogocs of some kinascs [9]. ele. ApiA
and other dinucleoside polyphosphaies are present in chro-
maffin granules of bovino adrenal medulla [10-12]. in synaplic
lerminak []\] and in human blood pintelets [I-4J. After an
appropriate stimulus thcy are released from ihcse storage sites
to the blood and through thcir interaction wiih some slill not
well defined purine receptors [15-19) tViey m;iy moduiate ¡i
variety of processes such as vascular tone ¡20). píatele! aggre-
gation [20,21]. neurotransmission {22]. cell proHferation
[3.7.2ÍJ. etc.
Thc inceresi in dinuclci>iide poh phosphates «as rekindled
afier ihe llimwtljf that ihí fragüe histidine iri;id (FHIT). a
puiati\c tumor suppressor gene [-4]. encodes a ivpical dinu-
cleoside triphosphate hydrokise (EC 3.6.1.29) [2>]. an enzyme
that cleaves Ap,A to AMP and ADP [26.27| The crystal
kiuthor K,i\ I ? 4 I « I I H1S3SX
E-niail m a g u i u h c r </ iib u a m e-
Ap;A. di.idíno^inc iriphtisph.ne or ;idcnosine(í')-
(nph(isphii(5').idínnsine. Ap.A. diadtnwint leir.ir>lu'sph.ilí or
Kidoi>osini.1: Ap.dA adcnosine(5*)leira-
<ní. Ap.C. adínasitiíli' )ifiraphos-
:. Ap(N. aJonosint;l5'juiirjphi5iphiH5'|nueli.'osJde:
\p . ,N. dirun:!¿o-.kle rKiKrthoi-phaieí: mola P|. trtmoi.iphoiphate: Pj.
tripol>phosph.ití. p.A.
ih>|4-57>íWS/Sl1>0(( < IWÍi tiJíriinon o\ European Buvhcmicul
MI: SOOI4.3793(98)004.*;-6
Itraclttlt of the Fhil protein fhowing it> inieraeiion wilh
Ap,A h;is bOM reponed (2K.29|.
Tlie intiacijllular leve! of dinudoosidi.1 polypliosphuies re-
sulls from ihcir rale of sjnihesi-, and deiiradation A \;iriei>
of cnzymcs luve been describo! in m.imrnalv plañís, lo«er
cukar>otes and pmliaryotes able lo cfeüVC speeitk.ilíy dinu-
cleoside polyphosphaks [30]. Tliere are alio mtpec&C phos-
phodiesterases present in the outer aspee! of ihe membranes
of most mammahan cells e\amined ihai hydrolyze Sp, N lo
ihe corresponding mtdkoááe .V-monopliosphates [30 32). 1(
was believcd. since 1966. thai aminoacyl-tRNA t^stbetatet
uere the enzynies responsible for the synlhests of ApiA in
vivo [33]. In 1990 ihe hypothesis was pul forward that those
ligases which catalyze the transfer of a nucleotid>1 moiciy. \ia
nucteotidyl containine intermedíales and releasing PP,. mav
catalyze the synlhesis of Np,.N [34¡. These ligases usually cat-
alyze. in a lirst step. ihe formation of an E-X-AMP intermedí-
ate vvith liberal ion of PP,. In a second slep. the acyl residue
(X) of the complex is joined to an alcohol (Y) giving rise lo X-
Y. In the presence of pyrophosphatase and in the absence of
Y, ihe AMP moiety of the E-X-AMP complex can be Irans-
ferred to a nucleoside triphosphate (NTP) generating Ap4N.
f-'irefiy luciferase (allhough classiñed as an oxygenase. EC
1.13.12.7) catatyzes very erTectively the synlhesis of nucleoside
5'-polyphosphates (p,,A, n=3-20), diadenosine poiyphos-
phaics (App,A. H - 4 16). and a variely of dinucleoside tetra-
priosplialcs (Aj^N. N ~ atiy nwetcoside) nsing luciferin. ATP
and polyphosphales or NTP as cofactors [35]. Yeast ace(y1-
CoA synlhctase [36] and Pseudomomm fragi acyl-CoA synthc-
tase [37] calalyze also. to a Icsser exteni, the synthesis of
(di)nuclcosidc polyphosphates.
The synthesis of (di)nucleoiide polyphosphates by T4 DNA
ligase is here describid for ihe first lime.
2. Materials and rtwthods
. / \fttlertttl\
T4 DNA liy.iM.- w u punhjiíJ l'rom Pnarnucia (ref. Í7-OS7O; toi
7I0OS70O4I) >. DNA/tfmdm fraemenls w-tre from GiKo BRL So-
dium Iripoly- or IrinieUphosphalís wtre from Sigma InortMmc p>-
rophoipKiiw»; (EC J.6.I.1J and alk.ihne phosphjlase (grade 1) <EC
Í.1..1.H werc oblainod from Boíhrvnjer Mannheim. Dinucleostdc le<-
r.iphoiphjUi« (EC ? 6.1.17) UÜÍ puáñcd from rat luer JS pre\icush
dcicribcd [38] Thin lu>ír chrom.nocrjphií (TLCI silkü gil BwXO
ccnl pUtei wcrc from McrcK For juioradioErjph> X-ra> films (rom
Corporation (J.ipanl «ere u-^J. Thi" amouní of Ijbílk'd nu-
«ai qu.inlilK-d wiih ,in ImUMlRMfCf (Packard Initriinii'ni
Co) HPLC n t GBflM out in a Hettletl I'.KV.UII chromalv>cr.iph
Imodcl IO9(ip. wilh a diodc jrrj* díieclor. commandod h> ¿n
HPLC ChemSi-Uion
2 2. T-l O.V.-J Iigii\c-.1MP KHiipky litrrmilüw
Thtf reaction niiviure (0 02 mluvniained 5») mM HEPES-KOH pH
f>7. I mM dithioihreitol. 5 mM MeCI.. 0.01 mM (0 t
(u-'-P|ATP. 0.02 U of desjlted pvroptu^phalarf and. when i
All richl> re«r\ed
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trir>ol\pho>pliate (P,) or GTP. The mixture was ineubaied for 15 min
10 remov* the poiential PP, coMamanting ihe coaunenial prepara-
IÍOM i>r p, or GTP. The foriruiion of Útt E-AMP eomple.x was
WlMMd h\ addiiiun of D4S> pa 13438 Watt unit>/mg) oí' T4 DNA
Bfatc Aitcr 15 min ínctthMio*. rnucimín i w t stopped wiih 6.5 ni ol1
COOCtntnMed SDS nmple bufler <ft 25 M Tm-HCl pH 6.8. $"•'•• SDS.
41*",. glyrerol. 240 mM diihlolhreilol. OJ005% bromophenol blue). The
miMurOs werc healed al SM)°C for 3 min and 15 LJI aliquols loaded
onto a I2"- denaüiring ptilyaerylamidt: gcl. The gel was siamed vuth
COQHMMÍI bluc dried dnvtn and the labelled WBtyiWC aihllIjUK eotu-
ple\ deuvied by autoradiography.
.?..*. S\)it!u:\i.\ anil 1-lttiructiTÍzulH'n "I tililmulcmiih piilyplnnplitiltn
The reactioo mixtures (t-igv 2 4j «ere analyzed b> TLC or HPLC
[n ihe lir»i case, aliquols 12 JJI) of ihe reaction-; «ere tajeen- spolted on
a TLC silina gel piale, akmc »ilh standard* of AptG and p!A (Fig.
2). or Ap¡A. Ap,A and Ap,dA If-iu. 3). and de^eloped in diov-
anc:aiTinioniuni h\droxidi;;«ater (6:l:í>. by voItlBM) (Figí. 2 and 4|
or in dio\atii.':ammon¡iini hydro\ide:ivaser (fi 1:4. b\ \olunic) (Kiu.
3). Nudcmide spots «ero localized »ilh a 253 nm wavdeflftti lisilu
and ihc cMmpOndni| nufioactíril) nieaiured b> auioradiosr;tpli>
anü/or wiih an Instanilniaiier. When anjl>¿oj b> HPLC. aliquots
(ÍI.IH mil uf (he reaction «ere tran-(erred Bllü (I.IJ mi bol water
and kepi al 9í°C l'or 1.5 min. Al'ler ehillinj!. ihe miviures wcrc ííltercd
and a 0.OJ nil afiquot injt"eied ind> a Hyperúl ODS colunni- Elution
ttai perlornied al a fíow rale oí ít 5 nil/min vvilh a 20 mili liníar
gradienl (5 30 mV]( oi" sodium phoiphate. pH 7.5. in 20 mM lelra-
bui>luminonium bromide. 30% meihanol (bulVer A) folloued. v*hen
penineiu. b> a 10 min linear gradienl (30 100 mM) of sodium phos-
phate. pH 7.5 in bufTír A.
2 -l P\-t tiifittUm
Tho rcaciion mixiurí (0.02 mljconiained 50 mM HEPES-KOH pH
7.2. I mM dilhiothreitol. 0.02 m\i ATP. 0.02 U desalled pyrophoi-
phata>e. 0.25 (Jg of '/. DNA/Wíiidlll fragmenlí. PL or (rimetaphoi-
phate (mcla-P.il ai indicuied and 5 mM MaCI; in excess over that
of (ri(meta(phoiphale. Reaction mixtures were incubated at 30°C for
30 min (lo remove conlamtnam PPtt; Ihereafier 0.03 fig of T4 DNA
ligase »ÜÍ added and. at the indicated limes. 5 jil aliquots of the
reaction mixtures were taken. added lo ] ul of a solution containtng
0.25% bromopheno! blue. 30% glycerol, (25 mM EDTA. heated for
10 min at 65°C and loaded onto wells of an 0.8% agarose gel. After
clectrophi>r«is ligalion producís were visualized by ethidium bromide
GTP
P3orCTP(mM)
l:i¡:. I lnhibiiii4n oí T4 DSA hiijv.--.iden>l.ne tomplex loim.uinn
b> lri|V>l\plio-rh.iie i P j or GTP a The KinaiH poflisn oí ihe
juioradu'trram i- thcViB Thtf SÍÍO (in kDal oi cnekxirophdrcsed
murker proiem> aie mdicak'd b> ihe arroivs on the leít. b. The in-
hibiiion i .( o¡ Jdeinlatioii oí ihe m i ) I I b> i', or GTP «as qnan-
lilied m .in tn
O. Madrid el al.lFEBS Leñen 4tt I / » s y 28J-:w
3. Resulte and d'tscussion
3.1. Fmimititiii o)'the E-AMP cttmplt.X aml irs rcactiim ivith
tlipnlvi'llOSpIllUC I IJ:) OT GTP
T4 DNA ligase, eme of ihe most widely used enzymcs in
genelic engincering. belongs to the group of ATP-deptMideni
ügasi-s, in whieh tbc mammulian DNA ligiiscs are ¡nduded
[39.40]. li caialyzcs tho fbnnation of pfeospfcodtesteT bomis
bctvvecn neijihborius: 3'-hydro\yl and f'-phosphale ends in
douhlií-straraled D\A (mtctkms I J|:
E + A T P - E-AMP + PP, (I:
E-AMP + DXA-5'-P - E-DNA r>-PP-JA
E-DNA-i'-PP-TiA + H()-:t'-DXA -
E + DNA-5'-P-:!'-ü.\A - AMI' Í3]
When T4-DNA liiase was incubated with [a-TJP]ATP Ibr-
mation of the comples E-AMP was observed (Fig. la), as
expeeied. in a positíon correspondins to a molecular mass
or about 57 kDa [4(1]. In the presence of pyrophoiphalase.
the AMP moiely of the complex was displaced by P:, or by
GTP, in a concentration dependen! manner (Fig. Ib).
3.2. Symlicsi.'i <>f p,A tuitl Ap,G ciitulyzail by T4 DSA tiga
The fute of AMP from ihe E-AMP cornptc* was fcUowed
by íncubating the enzyme in ihe absence of DNA and in the
presence of [a-'-'P]ATP and P3 or GTP. The reaclion was
followed by TLC (Fig. 2a,b). The radioaclivity under the
ATP spot was gradually displaced towards new radioactive
compounds corresponding, presumably, to p^A and Ap|G
(Fig. 2). The nature of the newly synthesized radioactive prod-
ucís was assessed as pjA and Ap4G by the following criiena
comigration (TLC) or coclution (HPLC) with standaid1
ircrihiiein wah alkíilnic phosphiUase; trealroent ol ihe radi
active [adenylale-:tJP]AppppG wiih purified ral liver dinucleo-
side tetraphosphalase [30.38] which gave radioactive chronia-
tographic spots corresponding to [a-:r-'PJAMP and (a-^'PJAP
(Fig. 2c). The symhesis of pfA was further analyzed b>
HPLC. Ít eluied in the same position as a standard of pA
(Fig. 2d). Treatment of the synthesized piA with alkaline
phosphaiase cave chromatographic peaks correspondins W
ATP, ADP. AMP and adenosine (Fig. 2d). The synlhesis ol
PiA and Ap|G by T4 DNA ligase was unequivocally denion-
strated.
3.3. Synthesii o)' Ap,A. Ap;A muí ApdA ccitulyzi'd by
74 DSA Itgaw
Tho ti» valúes for ATP in the first step of ihe reaciioi
(formation of the E-AMP cotnplex) is in (he order ol ^'
\A\\. The afpottat A vatoei determinad l'or P.¡ and GTP i'1
ihe sccond slep of ihe reaction (formalion of piA and Api"-
respocttvely) are in the order ol" niM (resulls nol sho^i
These resulls <*tK reminiscem of those oblaiiicd with tim
kiciferase [35] and oiher liaases [36.37] in whictl ihe Á';l, valu
for the AMP acceptor subilrate (P.,. ATP. GTP. etc.! wer¿ »'
the mM range. In spite of ihese limilalions. DNA ligas* cau-
hzes ihe synlhesis of Ap;A. using 20 fiM ATP as iutesira|e
(Fig. 3. lañes 2-4). 1A DNA ligase was also able to iransí^
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Incubal ion Time (h)
ATP
mAU •
3 0 -
2 0 -
to-
AMP
1
.ADP
ATP
A
JO'
20-
to-
5 , ií
3} 5 í 10
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Fig. 2. Swilhesis OÍ adenosine tetraphosphate (p¡A) and ¡idcnosine-
(i'nelraphosphoO'liruanosini.1 (ApjGl catalvzed b\ T4 DNA liuase_
a. b: The reaction mistures (0.03 m!) contained 5U rnM HEPES-
KOH (pH 7.2). 1 mM dithiothreitol. 5 mM MgCl... 002 mM (0.2
jiCi) [a-;tJP|ATP, 0.0J U desalied p\ rophosphatase. 0.74 (ig T4
DNA ligase and I mM Pj (a) or 1 mM GTP (b¡. Aliquots of the
reacttons «ere taken. a( (he in<ficated times, and analyzeii by TLC
(a, b) (see Section 2). c: Characterization of the synthesized Ap (G.
The remainder of ihe reaction mixture described in (b) «as trcated
with fl.4 Bit) of dinucleosido (elraphosphatase and. after 3 h incuba-
tu». ;ii 37"(\ atutK/cd In TLC >! Synthcsis .uní ckurittKfúaliun of
PJA follo«cd by HPLC. The reaciio» mixlurc (0.1 m!) for ihe svn-
ihesis coniamcd SO mM HEPES-KOH (pH 7.2). I mM dMÚOChrd-
tol. 5 mM MeCIj. 0.03 U desaltfd p;rophoiph;itdse. 0 74 (iu T4
DNA ligiise. 1 m\l ATP. and 3 mM P^ Atiquois «ere laten at ihe
indicaied limes anJ anulyzed usinc a 4.6 x 100 mm HyfCtsU ODS
column (panel at thí lefl). Thc remainder of ihe mixture lU.06 mil
«as trealed wilh 1 t alkaline phosphjtase anJ ihí produirls of ihe
reaclion anahzed «?ine a 2.1 x 100 mm Hypcrsil ODS cúUin i^i (pan-
el at the riíht).
AMP
ADP
ATP
l is . 3. SyulfaeSH of Ap,A. Ap:A and ApidA caialyzed by T4 DNA
lijase. Tho reaction natura 10.02 mil eontamaJ jo mM MES-KOH
pH (.7. I niM dnliimhrcit.il. 5 mM MsCIj. 0.02 mM 10.1 pCu [c<-
:
-'P|ATP. (11(2 1/ desülled p>ropho>phalase and 0.49 |js of T4 DNA
liau'. Svatheró <>( ApiA; lañes I -í. reai'íimi lidies <í. í, 2 and -! h.
resptvtiioK Syntheál of Ap;A or ApidA: iho sbove mixture «as
suppleinetited uiih 4 mM ADP (lañes 5 7| or 4 mM dATP (lañes
S 10): aliquots «ere Utken afier 1. 2 and 4 h of incuhalion. re>pee-
livel;. and anaK/ed b\ TLC as indioaied in Soction 2.
AMP intermeJiale [35-37]. As T4 DNA li<¡;isi; has similar
requirements lor ATP as the mamnwlkin DNA lis¿ises
[39.40]. the bíter enzymes could also syntliesize Np,,N. This
opetts penpCCtives relalinj; these compounds to DNA replica*
tion. In this reuard. dinucleoside telryphosphatase has been
reponed in ihe nuclei of lómalo cells [42], bul not in mam-
mals: there are reports relating ApiA or Ap.A to cell división
[1-3.7,23]: ihe capacity of synthesis of Ap.[A (and other dinu-
cieoside polypliosphates) by a DNA lígase and the role aiven
lo Ihe dinucleoside trtphosphaiase as a tumor suppressor ac-
tivity could be interrelated; finally. (he development of new
antitumor drugs, particularly some (tri)polyphosphates deriv-
atives, inhtbitors of DNA ligases, could be envisaged.
4ihunMfetnems: We thank Isabel de Diego. Teresa García and
Hocinc Akli for ver)1 ablc (echnical awíslancc. O.M and EA.A.
«ere econcHiiloH) snpjmrtcd b> tlicii parentt. This wori ».ií akW
AMP
ApJC
ADP
i *• * •
the AMP moiet> of ihe E-AMP comple\ 10 ADP or dATP
yielding Ap;A (Fia. 3. lunes 5 7) and ApidA (Kia. 3. lunes 8-
10). as characterized by coelulion with markers (Fie. ?).
3.4. P, inhihiis th<: ligatúm oí D\A hy T-t D\A HgUSt
From Eijs. l - j it appears thal P, or GTP could compete
v\ith DNA lor the same E-AMP complev In f.ia. DNA com-
peles ver> elTecti\el\ uiih GTP lor the s\nihesis OÍ ApiG
tFif. 4) ;inJ comersely P, (or GTP. not shown) itiliibited
ihe liiKilion of '/- DNA////;idlll Iraanienis b> ihe Us:.i^ e (l ia
5)
}.!>. Cottclmfiag ftinurks
T4 DN \ ligase belonsis to ihe sutvLiss EC 6.5 and. con-
trary to oiher lis.ises of stibchisses EC o. I ;ind EC 6.2. is both
acoeptor unj donor o( AMP wiihom ait) n«d for *n E- \ -
I I M M M t R H t
I \'¿ 4. Svntbeúi >'i Ap.ü tauljzed b> T4 DNA lijase. EiTect ol
OVA. Iho reaai.n: nirMurv (i) <>Í mil CtmCanKtl 50 m.M MES-KOH
I'H í 7. 1 mM .h.hiolhreuol. 2 mM MgCl.s 0.02 mM |0 1 M<^ "
¡('••-PjATP. 1 mM OTF. « o : l desolud p>rophosphaia^.-. n49 pg
[4 DNA |f*S(. .nid \.in.thle am.ninls i>f /. DNA///»idilI fraa-
metiis: 0 u i (boe* I 4): ft.5 \¡~2 (lañes 5 tf. S jia (tfCI 9 12< Ali-
ijin'is oí ihe reactvid ttere taken afur 0.5. I. 2 and 3 h ol incuria-
non. KtpeciivcK. JpolKd on TLC and an.iK/cd as dcatlíbttl in
S>kiimi 2.
286 O. Madrid el al./FEBS Lcltivs 433 ÍJ99H) 383-2X6
„-, ,-, «r a~ e -^ ^
i i i i i / i
—• " i *-. <^ <^ O CJ
1 1' 2 2' 3 3' 4 4' 5 5' 6 6' TY
Fig 5. Ligation of X DNA///íiidlll fragmcnts cualyzed b> T4
DNA IIEÜM: Inhibition b> P>. Ftea&ioa mixiures costainiag A.
DNA///«ídlll fragmcni* «ere ktcubotcd in the preseacc (or abscncel
of T-l DNA ligase and trie compound» mdicated. Ai'ier ¡ncubalion
for 5 tnin thatí 1 7 ) or 15 min flanes I" 7') ul 30°C. afi^ooU of
ihe Ractwn ntiuures viere subjeeled u> eleclrophoresis in a 0.8"..
afarose gel a-, indiwted in Sección 2.
b> a Grant (PM 93/13) Irom the Dirección Genera! de Investigación
Gentílica \ Técnica.
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T4 RNA ligase catalyzes the synthesis of dinucleoside polyphosphates
Eva Ana Atencia, Olga Madrid, María A. Günther Sillero and Antonio Sillero
Insumí» tli- InvestiguiiofH's BhmúfBau Alberto Sois. UAM/CSÍC, Departamento </<• BUKpakUca. fatultad de Xfettkiaa. IHatlricL Sptttii
T4 RNA lisiase has been shown to symhesize nucleoside and dinucleoside 5-poIyphosphatcs by displacement of the
AMP (rom the E-AMP complex u,ith poí\phosphates and nucleoside diphosphaies and tríphosphates. Displacement
of the AMP by tripolyphosphate fPj) was concentraron dependent, as measured hy SDS/PAGE. When the enzyme
was incubated in the presenee of 0.02 ITIM [a-3::P] ATP, synthesis of labeled Ap^A Mas observed: ATP was acting as
both donor (íTm. JIM > and acceptor íKm. m.\!) of AMP from ihe enzyme. Whereas, as previously known, ATP or dATP
(bul not other micleolides) vvere ¿ble to form ihe E-AMP complev the specificity of a compound ÍO be jircepiorof
AMP From the E-AMP complex was very broad, antt widl Km valúes beiween 1 and 2 mM. In ihe presence of a low
concentraron (0.02 m.\u of [a- ~P] ATP (enough to form the E-AMP complex. bui only nwginally enough to form
ApjA) and 4 mM of ihe indicated nudeotides or P3. the relative rate of synthesis of the following radioactive
(dimucleoiides wta observed: Ap*X ífrom XTP, 100): ApadG (from dGTP. 74): Ap¿G (from GTP. 49): Ap4dC (from
dCTP. 23); ApjC ürom CTP. 9): ApjA (from ADP. 5): Ap4ddA. Urom ddATP. I); paA (from Pj. 200). The enzyme
also synthesized eftlcienlly Ap;A in the presence of I mM ATP and 2 inM ADP. The foltowiflg T4 RNA ligase
donors were inhibuors of the synthesis of Ap4G: pCp > pAp > pA2 p.
Keywonls; RNA usase; dinucleoside polvphosphales; ApiA: RNA joining: fireriy luciferu.se.
Dinucleoside polyphosphates iNpr,N. a family of 5,5'-linked
dinucleotides) are molecules invohed in metabolic regulation
and cell sianaling [1-3]. These compounds. mainly diadenosine
polyphosphates (Ap,,A). ha\e been implicaied in a variety of
intra and extracellular roles such as: regulation of purine
nucleotíde metabolísm, alarmones acting in the heai shock and
oxidative stresses. transition-staie analoaues of some kinases,
control of cel! división, neurotransmitters. vasoregulators.
Correspontletice M A. Sillero. Dep:irtamen!o de Bioquímica.
Facultad de Medicina.. Univenidad Autónoma de Madrid. Arzobispo
Morcillo. 4. 28021) Madrid. Spain. Fav + 34 9t 3975353.
Tel.: + 34 91 3975413. E-mail: amonio.-.il!eri><íuam es
Abbreviaiions: Ap,A. adenosineó nriphoypho(5)aJinoiinfi or diadenosine
iriphosphate: ApjX. adenosineóilripíioiphoó j\amhjs¡ne, Ap^A.
adenosinel 5' (teiraphoiphot 5' )adenosine; \p¿áA.
adenosinel5')te[raphosphol5')deo\yad¿nosine: ApjdC,
adenosinel 5' )iri phosphol 5' ideo *>cy t id i ní. Ap^ dd A.
adeaosiatíS iKiraphoiphofS'I-2'.J -Ji¡íeu\iídtnosine: .Ap^dG.
adenosinelí'itetraphosprioiSideoiysuano-iine: ApjG.
jdenuMne 5'itetraphoiphol5'lauanosine; ApjN.
adenosinel 5' Jteiraphosphoi 5' tnuu"leo-.ide; Ap4X.
adeno-iinei 5' iieiraphosphof5' iijnihosine: \p*.\.
3denosirn:(5 )peniaphospho(5|.idenoiine. ATP-yS. jjinosine-? '-"y-
ihioihphosphjte: ddATP, í'^'-diJeo^adL-nnMne-? •mphu-sphjie: LH;.
luctfern: Np,,N. nucleosideij'jpnlyprnwphoií inucle^side: P;.
tripolyphoiphuie: P ;. leirapoKphuiphjte. P .. linear.hjin po¡>phk>>.phj[e
uiih an a\eraaechain lensih <ií 15 r 3 r.A. adeno~in<.'-5'-ietr.iphosphsie.
XpjX. xanihovinei 5 «tclraphoipho* 5 txaniho^ine
Ettzymer. acetyl-CoA syntheta>e iECft.2.1 1 >: ac>l-CoA txiAeOUC
1EC6.Í 1.3): jlkaline pho>phau-.e iF.C3.1 .• 11; DNA lisjse I A M P
IEC6.5.1 Ir. DNA lijase <AMP fomiina. NNIN-tormins;! (EC6,5.1-2i:
f i re l ly lu i i lera>e ( E C I l J . c 2 . 7 l ! in i í re jn i t p i ropfM>phju<c ( E C J é . l . t t ;
RNA lijase tEC2.7.4.}).
1 Retened 10 Januar> l*W>. actepied IS Februarv
inhibhors of ATP-regubted K* channels. etc. [IJ (revieued in
[2.3] i. Interest in dinucleoside polyphosphates has i
after ihe diseovery that the puiative human tumor
gene FHIT (for fragüe histidine triad! encodes for a t\ pical
dinucleoside 5',5'"-P',P3 iriphosphate hydrolase (EC3.6.I.29I
[4|, an enzyme that cleaves Ap3A lo AMP and ADP [5-8].
Crystal struciure of ihe fhit protein showina its interaction with
Ap^A has been reponed [9.10].
The hypoihesis was pm forward in 1990 thal the cnzymcs
ligases could be cundidates tor the synthesis of NpnN [11]. Sonic
ligases of the subclass EC 6.1 (as aminoacyl-iRNA symhetases)
and of the subclass EC 6.2 (as acetyl-CoA syntheiases and acyl-
CoA synthetases) catalyze the synihesis of diadenosine letra-
phosphate and other dinucleoside polyphosphates through ihe
general reacrions shown in Eqns (I) and (2) belo*1 (12-i-ÍJ
E + ATP + X ~ E-X-AMP + PP, 111
E-X-AMP + ATP — ApjA + X + E i2i
where X represen ts a free acid.
In addition. the oxídoreduciase firetly luciferase (EC1.12.13.7)
also catalyzes ihe synthesis of ApjA and other dinucleoside
polyphosphates [15] usine luciferin as cofactor and throuyh
reacirons similar to I and 2 These enzymes libérate pyropho*-
phate and use ihe intermedíate E-acyl-AMP as donor of AMP
for Ihe synthesis of dinucleoside polvphosphates. As reaction 1
is reversible, the synthesis of ApaA is greatly favoured in the
presence oí p\rophO5.ph;uase.
The ligases belongina lo the subclass EC 6.5 caialwí xhc
forreoiion of pho<phoric ester bond^ throush an intemiíJi.itc
E-AMP. Threí enzynw> are recognized in thi> aroup: ECt1 5.1.)
or DNA ligase i AMP forming i: EC6 5 1 2 or DN'A ligase i AMP
fdtniag. N'M.N-ronni ngi and EC6-5.I.3 or RNA iigase The
synihesis of dinucleo>ide polyphosphates by T4 DNA H;JM'
(EC6 51.l l has been \er\ recemly reponed [16].
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The wechwi'niil of RNA ligases, similar lo th;it of T4 DNA
lisiases 117|. invokes three reversible sieps shown below in Eqns
<3)-(5>
F-: + ATP ~ E-AMP + PP, (Eníyrrw adenyíylation) (3)
E-AMP + 5'-P-RNA <- EAppRNA (RNA adenylylation)
(4)
E-AppRNA + V-OH-RNA « RNA-p-íf/W + AMP + E
(RNAjoining) (5)
Depending m wheiher thc í'-P-RNA donor and the 3'-OH-¿íAÍA
ucceptof belonj: lo che same or difieren) RNA moléculas the
reactkm * iH be intramolecular or ¡aCeimafecutar, respecthely.
In the fírst case T4 ligase promoles circukiri/ation of RNA. The
enzymc tan use eiiher RNA or DNA as suhstnib» [18-221.
Hure »« repon for the tlrsl linio trie uhilitv of T4 RNA ligase
li> calulvze the synthesis of adenosine 5-polyplwsphates and of
;i varíen of dinucleosidc polyphosphates.
M A T E R I A L S A N D M E T H O D S
Materials
T4 RNA ligase was purchased from Boehrinaer Mannheim
(1449478: loi numbers, 84064023-08 and 84064024-08). Elee-
irophoresis on polyaerylamide gels. in the presence of SDS. of
ihose preparations presented a unique band (when slained with
CoOBMBric Blue) with an apparent molecular mass of 42 kDa
The specific activilies were ahoui 1800 Ums" 1 proiein. One
unít (Ul is the enzyme activity required to catalyze the forma-
tion of I nmol of l5'»P)rAijwti i m o a phosphatase-res-islam
form in 30 min at 37 °C. Poly(A), sodium tripolyphosphate
(5633) (P.i). hexaammonium letrapolyphosphate (P4) and
sodium phosphate glass Type 15 (Pt.O were from Sigma (Refs
5758 and 6003, respectively). The purity of the polyphosphates
was checked by ion-exchange chromatography essentially as
described in [23¡. Whilc P, and P4 were more than 97% and
90% pyrt respenivply; V^ w;is ;t mixture of :il Ie;isi ?í) iliffercn!
(poly)phosphates [23] Alkaline phosphatase ({¡rade I)(EC 3.1.3.1).
phosphodiesterase from Croialus durisstis (EC 3.1.4.1) and yeast
inoraanic pyrophosphaiase (EC 3.6.1.1). were obiained from
Boehnnger Mannheim. pd(A)i :.iH was from Pharmacia Biotech
(Ref. 27-7975). [a-'JP]ATP. 3000 Ci mmol" ' . was from Duponi
NEN. TLC silica-gel fluorescenl piales were from Merck. X-ray
films were from Konica Corporation (Japani. Radioactively
labeled nucleotides were quantified with Ihe help of an
Instantlmager (Pactarci Instrument Co). HPLC «as carried out
in a He«!eit Packard chromatograph (model IWOi. with a diode
array delector, commanded by an HPLC ChemSiation. The
Hypersíl ODS columns (2.1 X 100 mm) or (4.6 X 100 mm)
were from Hewlett Packard. Uhrafiltration was performed with
microconcentraiors with exclusión limit membranes of 30 kDa
from Vi\ascience.
bwqpak pyrophosphaiase lused to hydrotxze ihe PP,
producid during ihe CNtyme a>>ays or the PP contaminating
P<) was a suspensión in 3.2 M ammonium sullaie As atnmonium
sulfate \*a< an inhibiior of ihe ríactions here «Ji-'-crihed. pyro-
phosph.u.^e «;iv desalted by ultrafiltration befere use
T4 RNA ligase-AMP complex formation
Thc reaction mi\ture (0.02 mLl coniained 5»' m.\i Tris/HCl
IpH 7.4». I mM dithiolhreicol. S IBM MfCI> í (J.M <U.I fiCt)
| Q - I : P [ A T P . 0.(12 L' of des:ilted pyr<tphosph:i;j-e and. when
índicated tripolyphosphate (Po. Thc mixture was íncuhated Im
15 min lo remove the potentiul PiJ, contaminaiing the commer-
cial preparation of P,. The fnrmution of the E-AMP complc\
was initiatcd by addition of 2 L'of T4 RNA ligase. After 15 min
incubation, reactions were siopped with 6.5 JAL of concéntrala!
SDS sample buffer (0.25 M Tris/HCl IpH 6.K). ff* SDS. 40',
glycerol. 240 mM dithiolhreitiil. 0.005r* bmmophenol bk:
The mixtures were heated at 90 °C for 3 min and 6-ji.L aliquoi-.
loaded onto a 12<X dermuring potyacry lamido, gel, Thc gel wus
stained with Coomassie Blue. drietl uWn and the (abclal
en/yme-adenylale compU-v detcctcd by autorudiourapliy.
Synthesis of (di)nuckoside polyphosphates by T4 RNA ligaw
L!nless ntherwise Índicated the reaciton mixtures conlaincil
50 niM Tris/HCl (pH 7.4i. 1 ni\i diihiothrcitol, 5 mSI ML<
I U m L " 1 of desalied pyrophoeiphata-sc. T4 RNA ligase. ATI'
and olher nucteotides or polyphaspUaies os indicated Alur
incubalion al 30 CC the reactinn mixlifres were analyzed by une
of the folkiwing IUCIIHHU
TLC. The reaciion mixtures (0.02 niL) contained 0.02 nni
|a-"P!ATP (0.) jtCi) Aliquois (2 JJLLI of the reactions were
lüken. spotted on silica gel ptutes. atong with standards, anJ
developed in dioxane : ammunium hydroxide : water (6 : I : -I.
or 6 : I : 6 by volunte* Nucleotide spots were localized with .i
253-nm wavelength licht and ihe curresponding radioacti\ ti\
measured by autoradio¿ruph> and/ur with an Inslantlmager
HPLC. Aliquots (0.01 mL»of ihe reaction mixtures (usuall) in :t
volunte of 0.05-0.1 mL> were transferred into0.14 mLofua
and kepl al 95 °C for 1.5 min. After chilling. the mixtures vier^
filtered and a 0.05-mL aliquot injected into a Hypersil ODS
column (2.1 x 100 mm or 4.6 x 100 mm). as indicated. Elutiun
was performed (for both types of columns) at a flow rate ot
0.5 mL-min"1 with a 20-min linear gradient (5-30 mM) ot
sodium phosphate (pH 7.5). in 20 mM tetrabutylammonium
brom¡de/20# methanol (buffer A) followed. when pertinent. b\
a 10-niin linTir gmdicni ' •" ' 100 mM) of sodium phosphai
(pH 7.5) in buffer A.
RESULTS A N D DISCUSSION
Fomtation of the E-AMP complex and its reaction with P>
Formation of a E-AMP compfex was observed when T4
ligase was incubated wiih IQ- ! -P ]ATP. AS expected,
migrated on SDS/PAGE in a position corresponding
molecular mass of ahout 45 kDa |19j (Fig. la). In Uto».'
experimental condilion- l ie . absence of PP, because of h
presence of p\ rophosphaiasei. the AMP moiety of the complt'\
reacted wiih P; in a concentraron dependen! manner (Fig. Ib'
Synthesis and characterization of Ap.»A catalyied by T4
RNA ligase. Dependente on time and influence of
pyrophosphatase.
The late of AMP from ihe E-AMP c>'tnplcx vías followei.1 I»?
incubatini; \hc en/ynu1 «nh )«-'-p|ATP. in \Uc a
presence oí pNrophosph.it.isi1 Thc nfttctifln was lolloweil n?
TLC (Fig. 2a.br The r»üi>aaiv¡t) under ihe ATP spot
craduatU displaced iin\jrd«. a I*f* radiouctive cO
co-migratin¿ wiih a stanJard of ApjA In these experiment.i
condíiions the reaction u.i- linear duiing 10 min (Fig. 2c). T
synthesis of ApjA decrí.t^ed with IÍIIK- oí incubation. mumb
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FÍR. I. liihtliitmn »f T J RNA ÜRatc-
¡ tdvmhl cninptev furmatiiin h ; tri|i"l>-
!•• -'.ph ii. <P<). u> Tho e a n m e vías
wiih [ti- "P|ATP in ate ahx.tk.v ..i
of Jwcreaninij L-OOL'<MIBIK>I«\ H p
, and Mbjecwd H 5I)S.I'\< ¡I ,i-
in M.ikTuK and moih.\K l!ic
reWvam pontón oí íhi.* MffiwéhTfrim >v
«howa. The sií¿ (in kDaíef co-ekxim-
phron.'M;J nurker pnucins ure jintiiimf hj
(he arrum at sht left. (b> Thí inhihiimii l'¿ i
i>1 ih¿ :nJfn>ly|jiion ot'ihc en/vnn.- hj f
» J J qiíjntilieJ in an In^jniImjL-ci
becuuse of ihe ton ATP conccntmlioti in ihc mixture. The
l'ormaiion of the new spot, corresponding lo Ap4A was stimu-
laied by desjlied p> rophospharase (Fig. 2a.b). The inicial raies
of synthesis of Ap4A in the absence and presenCe of pyrophos-
phaiase were 0.4 and 1.2 nmolmin '-mg"1 protein, respec-
tively. In the absence of pyrophosphatase, the catculated
equilibríum constan! of the reaction 2ATP — Ap4A + PP¡ was
0.005.
The synthesis and characterÍ7;ttion of Ap4A by T4 RNA ligast1
WÍIÍ stppruüched ni >i dilicicnt reaciton mixture (0.05 niLj
coniaining 2 niM ATP. 10 U of ligase, and other conditions as
described in Materials and metbods. Afier overnight incubation.
the reaclion producís «ere anal>zed by HPLC Most of the ATP
waí transformed into a new compound, ApjA. Minor peaks
corresponding to AMP. ADP and tu a presumptive ApiA were
also observed (Fig. 3a>. Ap^A *as characterized as follows. It
co-eluted vv ith an Ap¿A Maadard; treaiment of the mixture \wth
alkaline phosphatase (I fj.g for 2 h at 37 °C) dearaded AMP and
ADP to adenosine «hile keepiní unaltered the chroinatographic
peaks correspondin¿ to thí presumptive A.pjA and A.p?A
(Fie. 3b). After ¡nactivatton of the phosphiHasc, the reaclion
misture was further treated «iih phosphi)die>terase (0.4 ¡i.g) for
10. 30. 6Q and 120 tuin (Fi<i }<-í\. The miaid producís formed
as a result of Ap4A bj drolysi-, « ere ATP anJ AM P. ADP was the
producí of the hydrolysis of the presumpii\e Ap-.A by the
A',,, valué for GTP irt the synthesis of Ap4G
Tho e.vperiments shown in Fif* 2 and 3 ¡tidicaied that ATP
betKtWi both as dOWM oi AMP for the furmalion of E-AMP and
accepior oí AMP fot the l'orivulion of Ap4A The Km \alue íor
ATI' in the tlrst step ni the reaction (formalion ot' the E-AMP
complex) is around 10 U.M [18]. In our iwperience wiih other
svmViesizins Ap4A ll?-lf>). the second siep (reaction 2)
is rather unspecific and an> nucleoiide triphosphate (NTPi can
be accepior of AMP. actina wiih a high Km valué. For IIIONC
reasons, GTP was tested as acceptor of AMP, using labeled ATP
as donor. The Km valué for GTP tn the synthesis of Ap4G «as
determined in the presenee of fixed (0.Q2 mM) [a-'i:!PlATP and
variable (0.1 mM to 4 mM) GTP concentrations. In ihese
conditions, the Km valué found for GTP was about 1.2 mu
(resull not shown). and the ratc of synthesis ikcx¡) of Ap4G was
0017 s"1.
Effect of pH
The effect of pH on the rate of synthesis of a dinucleo^iJe
teiraphosphate (Ap^G) vva> delemiined in reaction mivturcv
comaining 0.02 niM [Q- : -P]ATP (0.1 u.Ci). 4 m.M GTP. and
0.8 U T4 RNA ligase and 50 m.M (each) of ihe folkXfting
buffers: Mes/KOH (for pH valúes of 5.5. 6.0. 6.4. 6.71. Hepes/
KOH (for pH valúes of6.7. 7.2. 7.6». Tris/HCl (for pH valúes of
7.4. 8). Aliquots were taken after l í and 30 min incubatinn ai
30 °C and analyíed by TLC. The reaction MM increased steadils
from a pH \alue of 6.5 up to a máximum at pH 7.4. Be\oml tln-
point the enzyine activit\ decrea^ed. At pH 8.0. the ettíjnie
aciivtty was ariHind 7()<~r ol" ihe ma\imum.
Substrate specificity
The Mtowiflf aspeas pí ir.¿ sub^ir.ne specilicit> trf T4 K\ \
ligase were studied in ÚK COOKXI of ihe s\nihi>!*
Nncte0tides uhU' to fonn <;•: E-XMH ifimpiex tt\'MP = '/••'• I*-*-
sitie 5'•Monophosphatei. This «as approached tnilifocth
according to the abiliu to form p4N in ihe preseive iM
0.5 mM NTP + 3 MIM P-, The relative rutes found » W MI'
1100). dATP ib). CTP - GTP |< 1). These restihs JU- tu
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Ftg. 2. Synlhesis of diadenusin* letrapho^phate
by T4 RNA liga»: dtpfndfinf on time and
rffect of pyropluHphaiase. T«o re;niiim
mixtures uere MI up J~ JcscriHed in MalenaK and
meihods, coniaining Qtt2 m« |o-!:P|ATP in <he
ah^ni'e IJ) and fRXM (h( oí desalled p>rn-
phosphause (PPaseI. : niM MjC!; and 6 6 L' T4
RNA litase AliquoK »<R i;iken at Ihe tnjkjti-j
liriK-. suhjectcd toTLC i J. h) jnd i|ii.mttíii;J in jn
r (el.
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agreemen i wiih pre\iou-i r í su l t s indica(in¿ ihal ATH i~ ilio
proft-rred substrale for ihe RNA joining reaction [ IS] .
T¡w abilitx of í min P, or P4 or P¡f tu mi n* Uih'itytyl
accepfon in the ptrsenct of I mm ATP MÍAS mettsunetl In
HPLC. In a conirol mixture in tht absenctí of
tbc
. i i u i i i itt" A T P i:••.•• A f . \ W.IN i>b . scn«t l ( F i ü . 4 A . ; t i
C t i>l A T P + Ps . ».vu".r.í»Í'> »>l p i \ . A p 4 A a n J o l u i v
umis ut Ap*A :.<ok f.Me tfíg. 4A.bl. rcfloi-'tins i
lkrwins sei ut reaclwn- ATP - ATI' — Ap4A: ATP + P>
AL and p4A + ATP — \p,A W uli P, ,i> colador. onl>
OÍ pjAu .tlon-j m h ^r.A. »ír< i^biained (Fiü-
E. A. Atenúa fl [//. iEur. J. Hiovhem. 261) © FEBS l'W'J
The coniniiTcial mixturo of polypbosphuJes described ÜS P¡<, uas
not a substrato for the reaction: iu fact, these higher polyphos-
phates behaved as inh'ihitors of (he reactmn as ni> appreciable
synlbesis of ApjA wns ohser\ed [Rg. 4A,d). The identily of ihe
syethesized p4A was investigated in un aliquot of the reaction
mixture conUining ATP + P¡ (Fi<:. 4B.a). The presumplive p4A:
(al cluted with a standard ní p4A; (h) u.as deyraded by alkaline
phospliatase tu adenosine lamí inosine, as a rcsult of ihe
adenosme deamiaase contaminating ¡he conuncteta] prepara-
tions of alkaline phospluitasel (Fi». 4B.b|: and (cj was hydro-
lyzed to AMP foltotñng IfCaimem uith snake venom
phosphcxiieslerase (f-iy. ABxi
S'iulcniiílfs as acccpfttn of AMP l'niin ilw E-AMP cuniptex. The
K,,, valué describe^ tur ATP in the en/yme adenylylation
reaction was 12 p,M [ 1S|. The KM \.ilue lor ATP as aeceplor of
AMP u;is deiennined in ihe presenee trf 0.5. I. 2. 4 and 6 m.\1
ATP ;¡íi(J fixed (I m*U ftw ML' :* In átese ctwdRíions the A',,,
IOIIIKI tor ATP \\ LIS 1.25 m\t and the ^ , ,, lor Ap4A synthesis was
(1.055 s '. Henee, the symheMs of Ap4N was appfoached ¡n the
presenee of lo* eoncemration. O.(i2 MIM. nf |w-'-P]ATP (enouüh
to form the E-AMP complev. huí only maruinally enough to
torm Ap4A). 0.8 Ll of T4 RNA liüa>e ánd 4 mM eath of XTR
dGTP. GTP. dCTP. CTP. ADP. ddATP Afier 15 min incubation.
tlie pTUductü formed were >epar:ited by TLC and the radío
activity eoiniled. The relativo rales of synthesis nicasured for the
conespundin» dírwJcleoci«Je> «ere. respcctívely: Ap4X flíX)):
Ap4dG (74):^ApjG (4l)i: ApjdC (2.1): ApX (9): Ap.,A (5):
Ap4ddA (I). hi the presenee of 0.(12 m\l ATP and 4 niM P, p4A
was formed at a rute abotN double of that obtained for Ap4X.
The idtíiitiiy of the^e dinudeoiides »as assessed by their
insensitivity to alkaline pho>phatase. position in the TLC píate
and. uhen possible, by their L'V spectra (see below).
ATPyS as a substrafe of T4 RNA ligase. Because of its mol-
ecular characteristies. ATP7S has been widely used as substrafe
of firefly luciferase using luciferin {LH2) as cofactor [15[.
ATP7S is a good adenylyl donor for fonnalion of the E-LH;-
AMP comjiU'N (:\^ it conmina an int.tct ot-phosphsle withiri a P-,
chain) and a poor adenylyl acceptor tas it does not have an intact
terminal PP,¡. Because of ihese properties. this nueleotide has
been used for (he selective s\ntlwsi> of Ap4N by luciferase usina
ATP-yS and NTP ígood AMP accepiors). Bused on ihe above.
ATP-yS uas lested as substrae of T4 RNA ligase, usina ihree
Kacúori ttúxHim coDtamisj 2 mu ATP; ATP + XTP Í2 m.M
eacbl or ATP-yS + XTP (2 ímt cachi (Fi«. 5). In the first case
Iconsidered a> a contrül) complete conversión of ATP into Ap4A
took place: sniall ainounK cí a presuinpti^e ApiA were also
obsened (Fiü. 5ai. SynthtM* oí Ap4A. Ap4X and residual
Kip. í . Synlhvsis ami ehjr;nlirií:i(¡)in ni
niiMiiri: i i i l )5 m l . i cmiuanmj !
U ATP vi,i- MCUhowd memighl ;n¡
l<' HPl C j * Jc-í-nK-il in ihe WM f\:¡k- --
pri-.unipt¡vc Ap¿A anJ A|>>A » « . ' iktecwJ
• 'I ihf rtjLiuMi mivlurc « j - irc=:.-: »ilh i
. h . h i .Mici l i n K H I I H ; « . u c r i»1 ' •'•' •.. i'hr
lll'I.C íittMf .1 HVIKMI »O< Ó.IU.V
L.'HC~P"IKIIII¿ ii' AMP .»iil .\DF »civ l:.
IHL- ptvmmfNivc Ap.A iinj Ap¡ \ . >uin iir
i<M(> mi ,1 «,11 in.'.iii'il « i i h *naki' .•nuni [•
u i . í n t d i . <tf) u-i MUÍ I JO i t - - .:) and
nnuliuon-. a- atvM." Af*. aftjür. phmfh
f < l i i f i i ' i t c n »• T h i : i u i i t i K . T s i>n 1- r - ' I l l u ' r
U; l l l A M P : l l l A l » ' " \ f \
Ap4A b\ 1M RNA lij>asc. (al A
L oí KNA IIJ.IM" and 2 niM
JH ;ilit)Ui>l [0.0! mLl ••ubjei.'ied
'rK-ponJint: fci A.MH. ADP .mJ
ihi Am'thcr jliqunl (O.tU mLi
n¿ pf .ilk.ilnit phiwphatasc for
<mah<grdphaj .inJ matyeed l>>
: I x lim mnii The poak-
.hangcJ Thi1 rcmaioinf tnixiurc
¿ajljifj hj UPI.C 111 ihe sanK
aU^: PDf:.. \njk.o venan plus-
ejki irorrc^prnid U' (he folJowin;
>4l Ap;A. Ó ! \J , i . (h) ATP
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Fig. 4 . Pul) phospha les as subs t ra tes of T4 R \ A l i g a » . (A) The enzyme was irkuhjted in ihe presente of 1 ITIM ATP. desalied pyrophosphatase and in i'1
ab>ínce (a) or p f U f e < of 3 mM cacti of P t Ib): P^ (c I or P|< (di Afler ovemii:hl incubjtion ai room lemperalure. the mixtures « e r e analyzed by HPLC (uxng
Hiper^il ODS column. 1 1 X 100 mml. (Bl T v o al iquou of the reaclion mixture (a) « e r e treated cither w iih alkaline pho*phatase (5 j tg. 2 h. 37 °Cl (bl or i
*nake lenoin ph<wpho<iie-.!er;ne (I u.g. 1 h. 37 : O (c). Atl ihree samples were anityzed b> HPLC (usin» a Hyperíil ODS column. 4 .6 x 100 mml . APalkatn*
phn'-phata'.e: PDE pho-.phinJi<.'-terase. The number^on m p o f ihe peaks corrc^pimd to the (ollo«ing compcurids: ( I ) ATP. t2l Ap 4A: (3) p jA: 14) Ap<A: i? 1 1
(6) aden«-.ine: 17) 'maáut <St AMP.
The nature of the synthe>ized producís was analyzed n
sexttii uays: (a) by their chromatographie piisilion - in ^"
experimental conditions. \3nthine derivatives are retarJt>
wiih respect to adenine denvatives of equaí structure an»
number of phosphates; (b) b\ treatment wiih alkaline pho->f
lase t't the mixture containin^ ATP and XTP - only pcaK
cvirresponding to ApjX. Ap.A and to presumpli\e Ap-^
reinained (Fij. 5d): and (c) b> L'V absorption spectra of Ap.
(or Ap-.A) comp.irared wiih that of Ap4X lor Ap>Xl or XI
IR». .V)
The relame atnouni of Ap.X synihesized in the presenve >
tATP + XTP) or (ATP7S + XTP) uas KXi and 10. respecta '
amounis of ApiA and AptX werí obseded in ihe presence of
ATP and XTP (Fie. 5c): ihe results werc ;is expecied. i.e. once
ihe E-AMP complex WJS formed. the adon\ lyl residue could be
Iransferríd 10 eiiher ATP (vvjih fomialion of ApjA) or to XTP
(wilh formuison of Ap4X). Pyrophoyphatase can hydroKze
inorganii." ftÚOpXToplKwphate (genernieJ froin ATP"yS) to
Pi + ihiophusphiite [24] thus pre\entin£ iis KXtKNi wiih the
K-AMP comptex. In ihe mixture coMahm^ ATP7S and XTP
otily ,1 snull aninuni of ApjX «as -\nthf>i¿cd (Fig. 5b(.
retieciing 1^0 facfs: (a) XTP was not donor tor ihe fonnaiion of
un hypothetical E-XMP. as forrnalion of Xp4X would be
e.\pected in th;it case; <b) ATP7S was J pwr donor for ihe
fonTiution of E-AMP
808 E. A. Atencia el ai. (Eur. J. Bioclum. 26H O FEBS I W
The polcnlial of ATP7S to adenylylale RNA ligase was further
assayed in ihe experimeni described below.
Synthesis of diadenosinc triphosphatc catalyzed by T4 RNA
ligase
A clue to the synthesis oí' ApiA by T4 RNA lisiase was obtained
in previous assays (Figs .Ib and 5a). However. due 10 the recent
inicrest of diadenosine triphosphatc us suhstrate of a potential
tumor suppressor gene (the FHIT gene [4-7|K the synthesis of
Ap<A was further assessed by HPLC in reaction mixtures
containing 1 IH.M ATP + 2 niM ADP (Fig. 6a) or 2 rmi ATP7S
+ 2 mM ADP (Fig. 6b). After an overnighi incubarion. the
mixtures were trealed with alkaline phosphauisc (Fig. 6c.d). and
ihe remaining peaks corresponded to AptA and AP4A. The
nalure of the presumptive Ap¡A «.as further confirmed by
Irealinenl with dinucleoside iriphosphauíse (purified from rat
liver (6|), which gave ADP and AMP as producís of tndrolysis
of Ap?A (results not shows),
In the presente of I mM ATP + 2 m\i ADP (Fig. 6a), the
relative amounts of ApjA and Ap-,A formed were 100 and 130,
respeelively. As above. ATP7S was not gnod donor of AMP fbr
the synthesis of AptA from ADP: the ApiA synihesized in the
presente of ATP7S + ADP was only 25f/f of that formed in the
presence of ATP + ADP.
Inhibición of the synthesis of ApjG by T4 RNA ligase donors
In the lerminology at use for T4 RNA ligase [19.25|. the
5'-phosphoryl and the .V-OH tenuinuied portions of RNA (.or
similar molecules) are called ihe RNA donor and the RNA
ecctptor, respeetively (shown in italicsl. Three active sites are
considered in the enzyme: the ATP site, the donor site and the
occepior site. Although the term donor refers more properly to
the potentialiiy of being RNA donor, the 5'-P end of RNA is
firstly acting as AMP acceptor from the E-AMP complex. Only
after formation of E-AppRNA takes place, the RNA behaves as
donor. In a strict sense, the term accepior could be applied
equally well to the modified 5'-P end of RNA, as this end can
iilso be v iewcd as acceptiitg the 3 ' -{ ) l l termina! R N A Ii sccin.s
to us curious that this terminotogy has not been developed for
the very similar reactions catalyzed by T4 DNA ligase. In the
context of this work. ii seems more appropriate to ñame the
three reactions catalyzed by T4 RNA ligase as: enzyme
adenylylation, RNA adenylylation and RNA joining.
The substrato specificiiy of the ATP binding site can be
directly determined [18] and this «ork The substrase specificity
of ihe 5'-P-RNA tlnnor in the RNA adenylylation reaction [4]
has been indirectly determined by studying the overall RNA
joinine reaction [19]. A ribonucleoside 3'.5'-bisphosphate
(pCp > pAp > pA2 p) was much bener donar than a nucleo-
side 5-monophosphate (pA or pCt. Rel.ued to the meehanism of
reaction of this enzyme. the synthesis of p4A (from ATP and P3)
or ApjN (from ATP and NTP) can be interpreted in two ways.
Fifi. 5. ATP7S a.s substrato of TJ RNA liuasr. Amon; mher componínls
(-¿t Miieirils anJ nwth^s», íhc KJv.\i^n mis<utvN >.\MW;ntwd 10 U RNA
ÜfíM anJ la) 2 ntM ATP. (b) 2 me* ATP-.S * : nni \ T P . IC) 2 m.M
ATP + 2 niM XTP AfWf an ovcmigkl in».uha!:.>n, nñUUN h!l «J-> furthor
|H*1ri1 wilh I fí'¿ alkjliní phi^phjUi^1 li>r 2 h 41 i" "C td) Anal)sis » a s
porfurincd b) HPLC. l 'V S|KCtra (.orTopt'miini; lo Ap.A <4t. i»r Ap4X (8) or
XTP O) are indiatted 111 pan (et ot the f-i; Thi- -pivira nt ihc prusumpiivc
Ap¡A. (3) and Ap¡. \ | 9 | « í r c ¡ü^ndcul (>> ihe kpe-tn of Ap,A 1 -11 jnd Ap4X
IS). rcspev'iivilj. The numbífs on ti>p üf Ihe ¡v.ik-, Liirrespond (o <ho
inlUminj; ci>iii|HHmJv 111 AMP: Ü2i ADP. 1Í1 Af \ : t4> .\y,.K. (5i XDP: (6)
ATP-,S. (7) XTP; 1S1 A F i X: CJ» Ap.X. 110) AJ-- - IIKI
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l i y . <i. SviiiJusis ni A|ijA c i i tuh/n i li> T<l KN.\ I I ^ J M . Anioiiy utlw nrapaacnts (ate Material Md ncthodij, IÍIC rcactéon mixiitm oomined lo U R
ligase and: (a) I mM ATP + 2 mM (ADPi. (b) 2 1M ATP-yS +2 mM ADP. After ovemighi incubalion, aliquots of ihe mixture? HtM Irealed with 1 j ig of alkalnu-
phosphaiase (c and d. ropeclitely). and analyzed b; HPLC. The number, on lop of Ihe peaks correspond lo the following compounds: (1) AMP; (2) ADP. I.
Ap,A: (4) ApjA; (5) ATP^S: (6) Ado + [no.
Firstly, the formation of Ihese compounds simply implies
reversal of the enzyme adenylylation reaction (reaction 3). i.e.
the E-AMP comptex transfers the AMP moiety to Pj, P3, p.iA.
p.iG, piA, etc., with formation of ATP, p_,A. ApjA, Ap4G, ApiA.
etc., respecliveiy. without apparently any need of the donar
substrate or donar site of Ihe enzyme. Secortdly, the same
reuctions could lake place afier location of Pj (or NTP) in ihe
donar site of the enzyme. and are adenyhied there by the
E-AMP complex. The substraía specificity of the donor site, as
studied in the RNA joining ncaction doís not support this
possibitity 119]
Considering either of these tuno nlternaii\es, a true donor of
the enzyme, susceptible to heina adt:n>lvlated, coutd be
evpected to be an inhibitor nf ihe synthesiv OÍ ApjA. Variable
concentralions (0.01-0.25 « M I of RNA d«nors (pCp. pAp.
pA2'p) were tested UN inhibuorN of the synihesis of Ap^A at a
r'i\ed (0.02 mM) |a-<:P¡ATP concentration «Fie. 7). The reac-
lion mixtures were analyzed b\ TLC. Undír our experimenuil
conditions (see Materials and methods). ApjA and the pre-
sumptively synthesizeü Ap:Cp. Ap :Ap. and Ap;A2'p migrated
in ihe same posilion (resulls not shown) Treamient with alkaline
phosphatase before separaiion by TLC of the producís fornicil-
allowed the separation of ApjA from Ap2C and ApiA- The
results obtained with pAp as inhibitor of the synthesis of ApjA
are shown in Fig. 7a. Similar experimental evidence «i l y
obtained with pCp and pA2 p (results not shown). From thís*
experiments. the inhibición of the synthesis of Ap4A by the ihrcc
RNA dnnors tested was calculated (Fig. 7b). The best inhibiim
of the synthesis of Ap4A was pCp followed by pAp and pA2 p
in aood correlalion with their effeciiveness as substrate don»'^
oí T4 RNA ligase [19].
In a similar experimeni. a fixed concentration Í0.02 mM»(l1
pCp. pAp. pA2'p was added to reaction mixtures containtrv:
0.02 niM |a-3:P|ATP. In íhese conditions. ihe initial ratf- <'l
synthesis of Ap :Cp. Ap :Ap and Ap :A2'p were 12.5, 3.5 * u '
0,15 nmol-min" ' m g ~ l proiein. respectively. «hereas the iniíi-i'
rule of synthesis of ApjA vías 1.06 (with pCp and pAp' •"'"•'
1.2 nnio lmin" ! -mg~' (vvith pA2 pi In ihe absence of aJJi'1'
nucleoside bísphosphale. ihe rate of synthesis of Ap jA lf(11"
ATP was 1.25 nmol m in" 1 mg"1 . Altogelher. these results aro i'1
agreement with those pre>cnted in Fig. 7. On the other >'"t'1
dephosphorylated poly(A) (2. 6. and 20 ng) did not haví •"
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Fi¡¡- 7. Inhihiliiin nf the irttthtsis uf \p4A b> T4 RNA UKUSÍ danora. The
rtüciion nuMure- cnntaincd a fi\ed .mumiil HM12 BMi nf |«- "P|ATP. oiher
coitiponcm» a^ . inJicutetl in Maten-iN anj metfud>. - I T4 RNA lijase and
variante coflwntratKHt» »(' pAp. p\2 p> «r pCp AftcrWI ittiit ¿rn.Tih.Mron. (he
reaciion nii\iure> «*¿tc (reaicd \wtli I p.^ alkaluic pi'.ii'.pluijse tor I h ai
J7 X. -.uhjceiid in TLC ;inJ ihc rjdio.u:li\ il> corre^Miidinj lo ApjA. and lo
Ap<A. nr Ap:C qu.mlilk'd in aii Illil MillllJTÍ lai Ai¿uiradio;:r¿iph> of ihe
TLC pl.ik' of ihc c\fvrinKW pcriorned w«h pAp .i- inhihiu'r, (hi relative
itl o) thf -mlho-i- >M A p . \ h> pAp. pAÍ r i': pCp
efteci tm thc -\rnbesis oí Ap. \ aiutlyzed in the
Condusions
As vh.wn in ihi^ paper. T-i RNA IIÍT;IM- catolyzcs thc iransfcr
ol AMI' Jnun tlic K-AMP COtltftex W Ji^erse compounds.
ecnorjiins; (lie produets inJicai*d hetwem p.ircmheses: ATP
(Ap4Ai: ÑTP >Ap4Ni. Pi W Ri ip4A nr p,A-. ADP (Ap,A). In
our \iew itiCM" rL'.icni'iis cofl K1 intciprctcJ .i» .i KV'crsion of ihe
firsi siep of reaction [3|. i.c. ATP + E •-• E-AMP + PP,. when:
«liverse polyplHisphate denvaitvcs can rcplace PP(. The aNuc
reaclion is favoured when ihc gcncraied PPi is removed h>
pyrophc^pliatasc, and it does not require ihe presence of RNA
ílunors or acccplim. Accordin» lo reactions (3 and 4). RNA
donan could he expecied to be inhibilors ot lh¿ reaciion. ;t--
NTP and RNA compete for the sanie E-AMP complex. That «a»
thc case M"hen tlie syntheüís of ApjA «a\ lesietl in the produce
nf the known RNA tluiinrs. pCp. pAp and pA2'p. Their dcgrci.'
of inhibilion of ihai syfflhesis *us similar lo their effectiM:nt->-
described as RNA iltnun^. B\ the contrary. an RNA ani/um. ¿i->
dephosphurylated pi)l>(At. doc> nol compete with NTP for ihí
E-AMP complex (compare Eqns J and 5) anJ \nuild Iv
expected not to be inhihitory ol the >ynthesis ot diimclottsñk'
ptilyphosphates. The abo\e opens porspectives referrinj: tu Uic
potenlial u>e oí (iri)pohphosphate derivatives as inhibilors i'l
T-4 RNA I r su se.
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Several dinucleoside polyphosphates are acceptor substrates in the T4 RNA
ligase catatyzed reaction
Eva A. Ateneía, María Montes. María A. Günther Sillero and Antonio Sillero
Departamento de Bioquímica. Instituto de Investigaciones Binmédhas Alberto Sal-,, UAM/CSIC. Facultad de Medicina. Madrid, Spain
Several dinucleoside polyphosphates accept cytidine-3'.5'-bisphosphate from the adenylylaied donor 5'-adenyly-
lated cytidinc 5',3'-bisphosphate in the T4 RNA ligase calalyzed reaction. The 5'-aden\lylated cyiidine
5'.3'-bisphosphate synthesized in a first step, from ATP and cytidine-3',5'-bisphosphate. is used as a substrate to
transfer ihe cytidine-3',5'-bisphosphate residue to the 3'-OH group(s) of diguanosine letraphosphate (Gp4G)
giving rise tn Gp4GpCp and pCpGp4GpCp in a ratio of = 10 : I, respectively. The synthesized Gp4GpCp
was characterized by trealmenl with snake venoro phosphodiesterase and alkaline phosphatase and analysis
(chromatographic posilion and UV spectra) of the reaction producís by HPLC. The appurem Km valúes measured
for GpjG and 5'-adenylylated cytidine 5'.3'-bisphosphate in ihis reaction were = 4 niM and 0.4 niM. respectiveiy.
In the presence of 0.5 ITIM ATP and 0.5 mM cytidine-3',5'-bisphosphate. the relative efticiencies of the following
nucleoside(5')oligophospho(5')nucleosides as acceptors of cytidine-3'.5'-bisphosphate from 5'-adenylylated
cytidine 5',3'-bisphosphate are indicated in parentheses: Gp4G (100); Gp5G (101); Ap4G(47): Ap4A(39). Gp:G.
Gp.iG and Xp4X were not substrates of the reaciion. Dinucleotides containing lwo guanines and ai kast four inner
phosphates were the preferred acceptors of cytidine-3',5'-bísphosphate at iheir 3'-OH group(s).
Keynords: dinucleoside polyphosphates; Gp4G; RNA acceptors; T4 RNA ligase.
T4 RNA ligase catalyzes the joining of RNA molecules via the
following three reversible steps [1-5]:
E + ATP=íE-AMP + PPi (enzyme adenylylation) (I)
E-AMP + 5 ' - P - R N A ^ E - A p p R N A (RNA adenylylation)
(2)
F-AppRNA * 3'-GH-JfAMí=sRAM-p-RNA + AMP
+ E (RNA joining) (3)
Correspóndete* ¡o A. Sillero. Departamento de Bioquímica. Facultad de
Medicina. Universidad Autónoma de Madrid, Arzobispo Morcillo, 4.
28029 Madrid. Spain. Fax: + 34 91 397 5353, Tel.: +34 91 397 5-113.
E-mail: anlonio.sillero@uam.es.
Abbreviations: 'ApjA, adenosine(5')triphospho(5')adenosine or
diadenosine triphosphaie. Ap^A. adenosine(5')lelraphospho(5')adenosine:
Ap5A. adenosine(5')pencaphospho(5r)adenosine: Ap:Cp. í'-adenylylated
cyiidine 5'.3'-biüphosphaie; Ap^G. adenoi¡ne(5'Ketraphos-
pho(5')guanosine: ApjN. adenosine(5')ietrapho4pho(5')nucleoside;
ApjX. adenosine(5')teiraphospho(5')xaiHhcKÍne: ATP^S.
adenosine-5'--y-thioiriphosphaii;: CpG. cytidylyl (3—5') juanosine: OpC.
juanylyl (3'—V) eyiidine: Gp;G. Euanosine(5'Kl!phospho<5')guanosine;
GpiG, guanos¡ne(Vnnprn>sph(M5')Euanoiine. GpjG. diguanosine
letraphosphate: Gf4GpCp. GpjG'3'lpCp: Gp,G. guanostnel5')-
peniaphiisphofS'jEuanosine'. NpmN. nucleosidel? 'ipolyphoipho<5')nucleo-
side: Pt. tripolyphosphjií: pjA. adtrnusine-.'i'-tctraphONphate: pCp.
c> tidine-3 '.í'-hisphn-phaie: pCpGp,GpCp. pl 3' ICI í ' )p( 3' tGpjGl 3' ipCp;
EKymtr. ilfcaHne phi>-.phata« (EC 3.1.3.h: DSA ligase (AMP fomimgl
(EC 6.5.1.1): UNA IÍITJ« (AMP-formins. NMS-formingt (EC 6..V1.2):
firefly toctfnttM (EC 1.13 !2.7i. ¡norganic pyruphnsphaiaw (EC 3.6.1.1).
RNA ligase (BC 45.1.31
iHcMiWi M Deceinlvr 1V99. accepied \9 Janu.in 2()
The 5'-Pand ihe 3'-OH ends of the RNA are usually called the
RNA donor and RNA acceptor, respectivety [3,6.7].
We have recently shown that. in ihe presence of pyro-
phosphatase, RNA ligase transfers (he adenylyl moiety of the
E-AMP complex to a nucleoside triphosphate (NTP) giving
rise to a dinucleoside tetraphosphate {8]:
E-AMP + NTP—ApjN (4)
The t'irst step (reaction 1) requircs Al'i' ot dATP íor the
formation of ihe E-(d)AMP complex [2]. In contrast. the
substrate specificity of reaction (4) is rather broad and
the E-AMP complex can adenylylate several phosphaie-
conlaining compounds «ith the formation of the following
nucleotides: p4A (from P?). Ap.iA (from ADP). Ap4A (from
ATP) or Ap4N (from NTP) [S] Ribonucleoside 3'{2')-5'-
bisphosphates. such as cytídine-3',5'-bisphosphate (pCp). pAp
or pA2'p, which can accepi the adenylyl moiety of the E-AMP
complex to fortn 5'-aden>lylated cytidine 5',3'-bisphosphate
(Ap^Cp) or Ap:Ap [3,9,10]. are inhibitors of Ap4N synthesisas
they compete with NTP for the same E-AMP complex [8].
I; has previously been reponed [3.9-11] that the minimal
substrate to be adenylylaied by T4 RNA ligase in reaction <2i
was a nucleoside 3'.5'-bisphosphaie and the minimal acceptor.
in the joining reaction (?i. was a trinucleaside diphosphalo
(NpNpN) «ith free hydro\>l group> at boih its 31 and 5'-end>.
Because a dinucleoside polyphosphate resembles the 3'-OH
end of RNA (Fig. 2). we wondered «hether it could beha\e as
an RNA analoc in reaction <3). Thi^ possibility was explored
usinc pCp as an RNA <í<>m'r and several dinucleoside
polyphosphates as RNA aCCtpHtn. Oí the various dinucleosidc
polyphosphates tested. disuanosine tetraphosphate and penu-
phosphate (Gp4G and Gp.Gi were the best acceptors of pCp.
followed by Ap4G and Ap^A. yielding preferentially Gp4GpCp.
p. Ap4GpCp + pCpAp4G and ApjApCp. respectively.
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Inlercstingly. Gp2G, Gp,G and Xp4X werc not subslrates of the
reaction.
MATERIALS AND METHODS
Materials
T4 RNA ligase was purchased from Boehringer Mannheim
(1449478; lot numbers: 84064027. 85014020. 85014021,
8512392 0. Electrophoresis of these preparaiions on poly-
acrylainiJe gels. in the presente of SDS. presented a unique
hand (wtten stained with Coomasie BríILiant Blue) with an
apparenl molecular massof 42 kDa. One uniuU) is the enzyme
aciiviiy recjiíired to catalyze ihe formalion of 1 nmo! ot"
[5- •P]rA l;-1)( into u phasphalase-resistunt Cbnn in 30 min al
37 °C. Alkaline phosphalase (grade I) (EC 3.1.3.1). phos-
phod i esterase from Cmiullii durissus (EC 3.1.4.1) and yeasl
¡norganic pyrophosphatase íEC 3.6.1.1) were obtained from
Boehringer Mannheim. Ap,,A (/i = 2-5) Gp;G und Gp,G vvere
from Sigma. Gp>G and GpjG were purified from ArWmia \ 12].
Puñfkd GpjG conmined 8</í Gp(G. pCp was from Pharmacia.
Cytidyiyl (3'—>5') guanusine (CpG) was from ICN Biomedicah
GmbH. Guanylyl f3'-^*5*) cytidine (GpO «as from Sigma.
XpjX was prepared by deamination of Gp^G. as described for
GpiG. and purífied by ion-exchange chromatography |I3].
Inorganic pyrophosphatase was desalted as described pre-
viously [14]. HPLC n i carried out in a Hewlett Packard
chromatograph (model 1090). with a diode array detector,
commanded by an HPLC ChemStation.
Synthesis of Gp4GpCp or GpsGpCp
Unless staied otherwise the reaction mixtures contained, in a
volume of 0.03-0.05 mL, 50 JUM Tris/HCl (pH 7.4), 1 mw
dithiothreitol, 5 mM MgCl2, 0.02 mgmL"1 BSA, 1 U-mL"1
desalted pyrophosphatase, T4 RNA ligase, ATP, pCp and other
nucleotides as indicated. After ¡ncubation at 30 °C, 0.01 mL
aliquots of the reaclion mixtures were transferred to 0.14 mL of
water and kcpt at 95 °C for 1.5 min. Afier chilling, the mixtures
ucie íiltercd und u 005 mL uliquoi uas injecied iutua Hypcníil
ODS coluinn (2.1 x !00 mm). Eluiion was performed at a flow
rate of 0.5 mLmin ' with a 20-min linear gradient (5-30 mM)
of sodium phosphate (pH 7.5) in 20 niM teirabutylammonium
bromide/20% methanol (buffer A) followed b> a 10-min linear
gradient (30- 100 mM) of sodium phosphate in buffer A. In ihe
particular case of Fig. 6E, the column was addtlionally eluted
for 30 min wiih 100 mM of sodium phosphate in buffer A.
Purification and characterization of Gp4GpCp
Pitrificaiion . The reaction mixture (0.3 mLl contained 0.5 m.M
ATP. 0.5 JUM pCp. 0.6 mM Gp^G, 50 L" of T4 RNA ligase and
other coinponenis as indicated. After 22 h incubation al 30 °C
the reaction mixture was heated for 2 min ¿st 95 °C, diluted
ihreefold wjth waier and 0.05-mL aliquoii ^ere applied to a
MonoQ ratona (5 x 50 nun] equilíbrated in 0.5 M NHjHCO,
(pH 8.0). After sample appltcaiion. ihe column was washed for
3 min uiih ihe same buffer at a flo« rate \Á 1 mLmin" :
relamed aiinpouiuK were ihcn eluied wiih a 15-min gradient
(0.5-1 Mr of NHjHCO.i. Fractions of mtere-; uere collecied
and cotKcntrau-d h> lyophili/alion.
Ciumicuriztiiinn: altuiiiK phospfhíhise and phosplut
Jifslera.sf ireiUineni of GpJjpCp. A ríaclion núxlure
(0.21 mL» comaining 0.057 AztJ, unh- of Gp4GpCp, 25 mM
Tris/HCl, pH 7.5 and I mM MgCN was tncubated in the
presence of 1.5 U oí alkaline phosphatase for 30 min at 37 °C.
Phosphatase was inactivated by heating at 100 °C for 5 min and
,i 0.1-mL aliquot was taken and analyzed by HPLC (Fig. 2B|
Two micrograms of snake venom phosphodiesterase were
added to the residual mixture, incubated at 37 "C for 30 ruin
and unalyzed by HPLC (Fig. 2C) A reaction mixture (0.21 mL)
containing Gp4GpCp, and other componenis as above, wus
incubated in the presence of I p.g of phosphodiesterase for
30 min at 37 °C. Phosphodiesterase was iiuictivated by heating
at 100 °C for 5 min and a 0 1-mL aliquot was analyzed b\
HPLC (Fig. 2D). Alkaline phiisphatae (1.5 unils) was added ID
the residual reaction mixture, incubated for 30 min at 37 °C
and analyzed (Fig. 2E).
Nature of the chromatographic peaks
In order to facilítate their locution and characterization, all liV1
chromalugraphic peaks shoun in Figs I, 2, 4-6 have beeti
named in order of appearance using the following nomen
clature: I. AMP; 2, pCp; 3. ATP: 4, Ap:Cp: 5 Ap4A". 6 Gp.,G: 7.
Gp4G; 8. Gp4GpCp; 9, Gp4GpC; 10, pC; 11, pG: 12. pppGpCp.
13, Guo: 14. GpC: 15, pCpGp.GpCp; l6CpGp_,GPC 17. Gp.G
18, Gp?G: 19. GpsGpCp; 20. pCpGp;GpCp; 21. Ap4G; 22 and
22', Ap4GpCp or Gp4ApCp; 23, Ap4ApCp: 24. Xp4X.
R E S U L T S A N D D I S C U S S I O N
Diguanosine tetraphosphate as a potential RNA acceptor
The rationale for this experimeni was to test whether the
intermedíate E-AppCp, formed in the presence of ATP anii
pCp [3], was able to dónate its pCp residue to a 3'-OH group of
Gp4G. Accordingly, reaction mixtures were set up containing
0.5 mM ATP and 0.5 m.M pCp (as an RNA donor) in the
absence (Fig. I A, a-e) and presence of 1 mM Gp4G (Fig. IB.
f-j) as a potential RNA acceptor. Reaction mixtures were
analyzed after 0. 2, 4, 8 and 19 h. In the absence of Gp4G, \\M
cxpecled Ap2Cp (Fig. 1A, b-e. peak 4) was syitthestzed dumii;
the course of the reaction. concomitanl with (he disappearance
of pCp (Fig. I, peak 2) and ATP (Fig. I, peak 3). In accordance
with previously published results, small amounts (under these
experimental conditions) of Ap4A (Fig. I A, b-e. peak 5) «rere
also synthesized [8]. Preltminary characterization of ApjCp
(Fig I. peak 4) was based on its chromatographic position and
UV spectrum (see below). In the presence of Gp4G (Fig. IB, f-j.
peak 7), synthesis of Ap:Cp (Fig. 1, g- j . peak 4) was also
obtained. reaching a plateau at = 4 h incubaiion. Thereafter.
this peak decreased in paralle! wiih the appearance of a ne«
compound í Fig- !B. h- j , peak 8). probably corresponding to a
cytidyiyl derivative of Gp4G These chromatograms also show
ihe presence of another compound. GpiG (Fig. IB, peak 6t.
migratina to the lefi of pCp. GpiG was a contaminan! of the
Gp4G preparations.
Comparing ihe chromatograms on the left-hand sido
(absence of GpjG) wiih tho>e on ihe righi (presence ol
Gp4Gl. ihe formation of AMP 'peak 1) was more relevant in lh¿
second ca>¿. a consequence o: using Ap.Cp as a cylidylylation
substrato, wiih liberaiion of AMP. The formatkm of AMP is tluc
iuainl> lo a caulytic phenoniínon and not 10 ihe cfccmkal
degradation of Ap:Cp. Undír our experimental condiiions.
Ap_>Cp is a ralher stable compound, wiih a calculated
degradation rale of = 0.3<5h '.
The nature of peak 8 was analyzed as detailed below.
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Fig. 1. Synthesis of a cyt¡dy\y) derívame of
diguanosine tetraphusphate calalyzed by T4
RNA ligase. The IBBCIÍM mixiures (0.04 mL)
conuined 6.6 U of T4 RNA ligase. 0.5 mM ATP.
0.5 mM pCp, in the absence (A) or presence (B)
of I mu GpjG and oihcr uomponenl> as
indiL-ated in Materials urij meihods. Aliquots
were laken at ihe indkated times of incubation
al 30 "C. and analy/_ed hy HPLC using a
Hypersil ODS tolumn. The numbers above Ihe
chromalographic peaks correspond lo ihe
following compound^: I. AMP; 2. pCp; 3, ATP;
4, Ap,Cp; 5. Ap4A; 6, Gp3G; 7, Gp40; 8.
Gp4GpCp.
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Synthesis and charaaerization of GppppG-3'-p-5'-C-3'-p
(Gp4GpCp) catalyzed by T4 RNA ligase
Here we show ihat peak 8 (Fia. 1) corresponds to Gp4GpCp. In
ofder lo accumulate enough producf. a reaclion mixture similar
to that shown in Fig. IB, f, was sel up in a volume of 0.3 niL.
incubaled for 22 h at 30 °C and applied into a MonoQ column.
The column was eluted with a linear gradienl of ammonium
bicarbonate as described in Materials and Methods. Under
those conditions, two major peaks wiih retention limes of
12.5 min (Gp4G) and 15.4 min were resolved with the 0.5-1 M
gradient of NH4HCO ; (results nol shown). The later peak.
presenting a UV spectrum idéntica! to thai of peak 8, was
concentrated by lyophi)Í7aiion.
A chromatogram ol ihe purified compound (peak 8) is shown
in Fig. 2A. Its characlerization was assessed by chromato-
graphic analysis of the producid forined after Irealtnent with
alkaline phosphaiase and/or snake venom phosphodieslerase
and by compuring ihe L'V specirum of peak K with ihose of its
degrudation producís and ihe correspondins standards (Fig. 3l.
The UV specirum of peak S corresponded to a compound
conlaining 2 mol of G and I mol of C {Fi<;. 3). Following
irealmeni wiih alkaiine phosphalase, peak 8 changed its
chroniaiographic posiuon (Fií. 2B, peak 9). mainlaining i¡s
UV spectrum. compatible with ihe removal of a lerminal
phosphate from the cytidylyl derívame of Gp4G (Fig. 2A,B
and Fig. 3). Afier heating at 100 °C to inactivate the
phosphalase. ihe mixture was supplemented wiih snake
venom phosphodiesterase. The presumptive Gp^GpC (peak 9;
Fig. 2B) can be hydrolyzed by this enzyme in ihe posilion»,
indicated by the arrofts. generating a mixture of iniermedi;iie
producís (pC, pG, Gp4G, pppGpC, pppG). and pC and pG as the
final producís of the reaclion. Accordingly, under our experi-
mental conditions only pC (peak 10) and pG (peak I I ) were
found afier extensive treatment with phosphod i esterare
(Fig. 2C).
Another aliquoi of peak 8 was inilially treated with snake
venorn phosphodiesterase. A^ this enzynie requires a nuctco-
side S'-phosphoryl residue wiih a free 3'-OH group. ihe tv^o
mam producís ohiained probably corre^pond to pG (peak 111
and p^GpCp (peak 12: Fig. 2D>. Inaciivalion of the phospho-
diesterase and further treatment of Ihe reaction mixiure wiih
alkaline plu>sphaia>e. ga\e two peaks that corresponded lo the
evpected Guo (peak I3l and GpC (peak 14; Fig. 2E).
Identification ol the reaction pnxlucts was assessed b>
coelution with standards (Guo. pC. pG- Gp4G, GpC) and by UV
specira (Fia. 3). The spectra of compounds containin" G oolj
(peaks I I and 13 in Fie. 2). 2G + ICipeaksS and 9 in Fig 2).
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Fig. 2. Characterizatíon of Gp4GpCp. Treatment with alkaline phosphatase and phosphodiesterase. Two reaction mixtures containing 0.057 A26Ú units ot
Gp4GpCp in a final volume of 0.21 mL (A) were treated separately with alkaline phosphaiase (AP) (B) folloucd by phosphodiesterase (PDE) (C), or wilh
PDE (D) followed by AP (E) as described in Materials and methods. Analysis of the reaclion producís was carried out by HPLC using i Hypersil ODS
column The numbers above the chromatographic peaks correspond to ihe following compounds: 8. Gp4GpCp; 9. Gp4GpC; 10, pC; II, pG; 12, pppGpCp; 13.
Guo; 14, GpC: 15. pCpGp4GpCp; !6CpGp4GpC.
!G + 1C (peaks 12 and 14 in Fig. 2) or C only (peak 10 in
Fig. 2), coutd easily be distinguished and were of great help in
clucidating predicied stmciures.
The nalure of Gp4GpCp (Fig. 2, peak 8) was also established
by treatment of an aliquot with 0.6 M KOH for 18 h, at 37 °C.
Afier neutralizaron of the reaction mixture with perchloric acid
and chromatography on a Hypersil ODS column, two major
peaks (Cp and Gp4Gp) and one small peak (Gp4G) were
recovered. in accordance with the preferential cleavage of
y—5'-phosphodiester bonds by this procedure. After treatment
of the reaction mixture with alkaline phosphatase. two major
peaks corresponding to Gp4G and cytidine, and a small peak of
guanosine were obtained (results not shown).
In our view. the above results show that T4 RNA ligase is
able to catalyze the synthesis of Gp4GpCp using ATP. pCp and
GpjG as cosubstrates.
Synthesis of p-3'-C-5'-p-3'-GppppG-3'-p-S-C-3'-p
(pCpGp4GpCp)
A minor peak (peak 15) migraling to ihe righl of Gp4GpCp was
also observed after column chromatography of reaction
mixtures containing 0.5 mu ATP. 0.5 m.\t pCp and Gp4G
(Figs 2, 4 and 5). The ratio of the áreas of peak 8 to peak 15-
although dependen! on the experimental conditions, was =» 10.
This low rate of synthesis made ít difficult to obtain enough
material of peak 15 to perform a characterization similar to thai
performed for Gp4GpCp. Nevertheless, peak 15 was
assumed to be a Gp4G moiety containing 1 mol of pCp
attached to both 3'-OH groups, e.g. pCpGppppGpCp, for the
following reasons: treatment with alkaline phosphatase gave a
compound with a shorter retention time (Fig. 2B, peak 16) bul
the same UV spectmm; ihe UV spectra of peaks 15 and 16 were
compatible with the occurrence of 2 mol of G and 2 mol of C in
the same molecule (Fig. 3C).
Synthesis of Gp^GpCp: dependence on the concentration of
Gp4G and Ap2Cp
The dependence on the concentration of Gp4G was analyzed -i-*
follows. Reaction mixtures coniaining 1 m.\i ATP-Ms. I nM
pCp and 5 mM MaCl; were incubuted in the presence o'
enzyme for 3 h at 30 °C, to achieve complete transformation ol
both substrates into Ap:Cp. Thereafter. the reaction mixtura
were supplemenied separately with variable concentrations Oí
Gp4G (0. 0.25. 0.75. 2 and 4 mM). and product formation »as
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Fig. 3. Ultraviolet specira of Gp4GpCp and their degradation producís
following treatmenl with alkaline phasphatase and phosphod ¡esterase.
Thí LTV spectra. recorded from ihe indicated chromatographic peaks
correspond to compounds containing: (a) G only (peaks II and 13):
(b) 2G + IC (peaks 8 and 9): (c) 1G + 1C (peaks 12 and 14) and (d) C
only (peale 10). The naiure of [he chromatographic peaks is as indicated in
Figs 1, 2, 4 and 5 and in Materials and methods.
anaiyzed by HPLC aFtcr 3 h and 6 h of furlher incubation. The
amouitt of Gp4GpCp formed after G h wns ulmusí donblc thai
obtained after 3 h. The results obiained afler 3 h incubaiion
were used to calcúlate the Km valué for GpjG. The amount of
Gp4G consumed was < &9c in all cases, and that of Ap2Cp
reached 17% in the presence of 4 mM Gp4G (Fig. 4). Under
these conditions, an apparent Km valué of 4 mM was
deiermined for GpjG. Noie (Fig. A) thai when the concentration
of GpjG increases its chromatographic peak overlaps with that
of Ap2Cp and the coniamínating Gp3G, present in the sample of
Gp4G, becomes more apparent in the HPLC profiles of the
reaction mixtures (Fig. 4, peak 6).
The dependence of the reaction catalyzed by T4 RNA ligase
on the concentration of ApiCp (equivalen! to thai of
ATP + pCp) was analyzed in reaction mixtures (0.04 mL)
containing variable concentrations (0.25, 0.5, 1 and 2 mM) of
ATP-Mg and pCp. 5 IUM MgCK and 8 U of enzyme After
incubation for 3 h. to preform Ap-.Cp, each mixture was
supplemented with 2 mM of GpjG and the synthesis of
GpjGpCp was analyzed after 1.5 and 3 h of further incuhation.
The reaction was linear with time An apparent Km of
• 0.4 niM for the substrate Ap^Cp wai calculated from ihe
results obtained after 1,5 h incubation. Under these conditions
the amount of Ap^Cp consumed was < \Q<% (results noi
shown).
Apparent Km valufs of • 0.7 and 2.1 mM nave been reponed
previously when pdTp and dA(pdA)4 were used as donor and
accepior. respectiveK [15].
Specificity of dinucleoside polyphosphates as acceptors of
pCp
This specificity was tested in two sets of experimenis.
comparing dinucleoside polyphosphates with a dtfferent chain
length and with a different base composition.
Diguanosine polyphosphates with a different chain length, T4
RNA ligase was incubated with 0.5 mM ATP-MgCk 0.5 niM
pCp, in the absence (Fig- 5A) or presente of 1 mvt each of
Gp;G (Fig. 5Bj, Gp3G (Fig 5C>. Gp4G <Fig. 5D) or GpsG
(Fig. 5E). The reaction was incubated for 15 h and analyzed by
HPLC. Jn the absence of added dinucieoüde, loial synthesis of
Ap:Cp (Fig. 5A, peak 4) was obtained. Adilition of either Gp:G
(peak 17; Fig. 5B) or Gp-.G (peak 6; Fig. 5C) produced nn
Time(min)
Fip. 4. Influence of Gp^G concentration on the synlhesis of their
cvtidytyl derivalives. Reaciiun rr.nture» 10.04 mL) contamine 1 niM ATI'-
Mg. I mM pCp. 5 m.M MgCI-, S (.' T4 RNA ligase were incubated for 3 h ai
30 °C. Al that lime, variable cun^ínlrations tm.M) of Gp4G (0 (A). 0.2S (B•
0.75 (C), 2 (D) and 4 tE|) werr
 4dded and the reaclion was analyzed h>
HPLC aftíf J h of further in^ •u^ Jti<Jn Isee Materials and meihods). Tht-
numhers above (he chromalojT2?hic peaks correspond lo the ¡ndicaied
compounds: I. AMP; 4. Ap,Cp. í. Ap^A: 6. Gp_,G; 7, GpjG: 8. Gp4GpCp
1712 E. A. Alenda a al. (Eur, J. Biochem. 267) © FEBS 2<XX)
A
mAU
8 0 •:
6 0 •=
40-1
204
J
B
mAU 7
80^
60 4
40 :.
20 -i
17
10
I
20
Gp2G
30
W^J^JL.
o 10 20 30
mAU-
80 -.
60 -.
40-i
20-5
6
4I
i1
 1
_fjtu i \ 1 m
Gp3G
D
mAUi
80 •:
60 4
40 4
20 i
J
10
1
 ! 7
6
20
Gp4G
30
8
15
o 10
E
mAU-
80 T
60-I
40 4
20
Gp5G
30
ULJLJl
19
20
10 20 30
Time (min)
Fig. 5. Siihstr.ne specificity of diguanosine polyphosphates as aeceptors
of pCp, Reactiori misture-. (0 04 mL) conlaining0 5 mM ATP-Mfi. 0.5 mM
pCp. 5 mM MgC!>. 6 7 U T-l RNA ligase and other componenls as índicated
m N!jlen,iK and Methodv «ere incuhated in Ihe ah>enL-e or presence of
1 mM eadi of Cp :G. GpiG. Gp^G or GpiG. Afier 1? h incubation aliquots
were uken and anal>/íd by HPLC (see Maienals and melhudsl. The
numhers jKne ihe chnjnuLlogrjphic pejks corresfH^nd (o Ihe mdiculed
comrKiutuls I. AMP; i, Ap;Cp; 6. Gp,G: 7. Gp/3: 8. GpjGpCp: 15.
p: 17, Op:G. l í . Gp,G; 19, Gp,GpCp; ?0. pCpGp,GpCp.
NÍ«nific;int decrease in ApjCp (peak -1) or ¡ncrease in AMP
(peak I). or ihe appcaranor of phosho-cyiidylylaied derivatives
of thosí diguanosine polyphosphates. In comrast. addition of
GpjG (pcak 7) or Gp^G (peak 18) promoted the synthesis of
GpjGpCp (Fig. 4D. peak 8) and Gp<GpCp (Fig. 4E. peak 19).
A small s\nihesis of ihe bis-phospho-cytidylyiaied derivatives
of Gp^G and Gp5G was also observed (peaks 15 and 2()|.
respecltvely. It can be concluded from ihe above that only GpjG
and Gp5G, of all ihe diguunosine polyphosphales tested. can be
cytidylyluted wiih similar effictencLes by T4 RNA ligase.
Dinmleolidcs tríth different base conipositiott. Previou\
experimenls (not shown) ha\e indicated that Ap4A and Ap,A
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Fig. 6. Substrate specificity of dinucleoside tetraphosphalts as KCcp-
tors of pCp Reatiion míxiures i | l ()3 mL) COMainiaf 0.5 niM ATPM;
0 5 niM pCp. 5 mM MfClj, 6.7 L T- RNA ligare and oiher compimeni- J-
¡ndacaied in Materials and meirk\l>. ucre ÑKUtatd m [he ÉktcttCí '"
pre\ence ol I mM each of Gp^G Ap4G, Ap4A or Xp4X. Afier f» h
MiLubjucui aliquots were lakín anJ uulyzed by HPLC (see M T t i i l -mJ
mclhod-O The nunib^f» above Ihe dVMMtQ^MphÍG peaks e
indioiled tompounJi: I. AMP; 4. Ap>:Cp: 5. ApjA: 7. Gp4G: K.
21. ApiG: 22 and 22'. Ap^GpCp iGp^ApCp) and Gp.ApCp (A
re-.pccmel;. 2J. ApjApCp: 24. Xp.X
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are poorer aeceptors of pCp. compared wiih Gp4G, with relatíve
eftíciencies oF = 3 0 and 14*3?-. respectively. As Gp4G was a
bctter acceptor of pCp ihan Ap4A, it seemed of inlcrest lo
compare the relaiive efficiencies of Gp4G. Ap4G, Ap4A and
ateo Xp4X (see below). In order to obtain a bctler yield of the
polcntial phospho-cylidylylaied derivatives of dinucleolides,
the synthesis of Ap>Cp was allowed to proceed to completion
(2 h incubalion) befure adding the dinudeolíde (Fig. 6A).
Thereafter. samples were taken after 3. 6 and 19 h of
incubalion. The results obtained after 6 h incubalion are
shown in Fig. 6. As expecied. synlhesis of Gp4GpCp
[Fig. 6B. peak 8) was obtatned in the presence of Gp4G
(peak 7). A smaller aniount of Ap4ApCp (peak 23) was
detCCted with Ap4A as ihe substrate (Fig. 6D). In the presence
of Ap4G. the synthesís of twd tytidytyl derivaiives, with
identteal UV spectra. was clearly observed (Fig. 6C, peaks 22
and 22'). Although not characterized entirely. peales 22 and 22'
should correspnnd to Ap4GpCp (Gp4ApCpl and Gp4ApCp
(Ap4GpCp). respeclively. Xp4X (Fiü. 6E. peak 24) was a!so
tested as a pCp accepior because XTP was the best (among the
NTP tested) Receptor of AMP fron the E-AMP rompksx in the
synthesis of Ap4N catalyzed by T4 RNA ligase [8]. However,
Xp4X was not a pCp acceptor. because. in addition to the peaks
shown in Fig. 6E. no other compounds (potential phospho-
cytidytyl derivatives of Xp4Xl were observed (resuli not
shmvn). This fact, together with the lack of formation of
AMP (peak I). ensures that Xp4X is not a pCp aceeptor.
C O N C L U D I N G REMARKS
Prevtnus reports have shown ihat some dinucieoside poly-
phosphates of ihe type (Np,,N) behave as aeceptors for the
following polymerases: RNA polymerase [16], DNA poly-
merase [17]. (2',5') oligo(A) polymerase [18] and poly(ADP-
ribose) polymerase [19-21]. There are also several publications
relating dinucleoside polyphosphates to T4 RNA ligase.
Dinucleoside pyrophosphate derivatives (A5'pp5'RNA) are
synthesized as intermedíales of the RNA joining reactions in
the1 presence of ATP :mrl RNA (reactfeffl 2) [3,4.6]: a wirifly of
dinucleoside pyrophospliates (A5'pp5'X) were found to be
donors of the pX portion to (Ap);C in an AMP-independent
reaclion catalyzed by T4 RNA ligase: ApfG was much less
efficient as a donor ihan dinueleoside pyrophosphaies [22[
Because a trinucleoside diphosphaie (NpNpN) is the minimal
RNA aceeptor, it was thought unlikely that cap siructures
(methyl derivatives of GpiG) could be substrates of T4 RNA
ligase"[23|.
Here we show for the first time shai T4 RNA ligase can use
dinucleoside polyphosphates as pCp (RNA) aeceptors. The
enzymc discriminates between dinucleolides containing the
same number of inner phosphate^ iGp4G, Ap4G. Ap4A and
Xp4X) and between homodinucWudes containing a different
chain of inner polyphosphmes (Gp:G. GpiG, Gp4G and Gp5G.
The enzyme prefers guantne to adenine or xanthine dinucleo-
tides and requires a miniimim of tour inner phosphates. This
substrute spccificiiy is in one ^enve more siria ihan that
e\h¡bned by lwo en/yuies specifually h\droh/ing dinucleo-
side poKphosphates: dinucleosklc iriplmvphatase [13.24]. ¡in
enzvme th.it specificalK revoflÚZC" dinucleo>iite triphosphates
a^ subvirales, regardless of the t\pe of base (excepi xanthine).
and dinucleoside Mtaettosphal&M ^4.25[. which preferenti.ill>
recognizes dtnudeotídeí with i^ur inner phosphates. alsu
irrespective of type of base. The capaetty lo distinguish Gp4G
from both GpiG and GpjA. seem- to be a iw« and Lincominon
characteristic of T4 RNA hga>c in retalion lo ihe above
enzymes. The molecular basis for this behavior is not known al
present. As very üttle is known about the function of the
enzyme itself, a role for diguanosine polyphosphates, v¡a T4
RNA ligase, in the life eyele of T4 phage could be
contemplated. It is also known that the only phenotvpe
altributed lo mulations in T4 gene 63, coding for T4 RNA
ligase, is the failure of the noncovalent atuchment of ihe lail
fibers, leading to fiberless T4 particles [2ft]. In the process of
T4 phage morphogenesis. ihe enzyme may recognize certain
motives of the phage protein-, resembling the Gp4G/GpíG
stnictures. discloscd by chance in ihe e\perinients reponed
here.
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